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“Nenhum ser humano é uma ilha...  
por isso não perguntem por quem os sinos dobram. 
Eles dobram por cada um, por cada uma, por toda a humanidade.  
Se grandes são as trevas que se abatem sobre nossos espíritos, 
maiores ainda são as nossas ânsias por luz. (...)” 
 
Leonardo Boff 
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Resumo 
Várias espécies da família Asteraceae, nomeadamente dos géneros Artemisia e 
Helichrysum, são frequentemente utilizadas em medicina tradicional para preparar chás para 
o tratamento de diversas patologias. Neste trabalho realizou-se um estudo das actividades 
biológicas (actividade inibitória da acetilcolinesterase, antioxidante e antibacteriana) e do 
metabolismo in vitro de extractos aquosos (decocções) de Artemisia campestris e de 
Helichrysum stoechas. Para além disso, caracterizou-se a morfologia, anatomia e a 
secreção das estruturas glandulares, locais primários de síntese e acumulação dos 
compostos bioactivos. 
Das decocções preparadas (caules/folhas e flores), as obtidas das flores apresentaram 
os melhores valores para a actividade inibitória da acetilcolinesterase e actividade 
antioxidante. As concentrações de extracto aquoso das flores responsável pela inibição de 
50% da actividade da acetilcolinesterase (IC50) e pela extinção de 50% do radical DPPH 
(EC50) foram respectivamente, de 722,27±34,22 µg/mL e 8,68±0,25 µg/mL para A. 
campestris e 260,69±13,95 µg/mL e 10,96±0,48 µg/mL para H. stoechas.  
Nos ensaios de inibição do crescimento bacteriano de Streptococcus mutans, obteve-se 
valores de concentração mínima inibitória (MIC) de 2,59±0,31 mg/mL (A. campestris - flores) 
e 0,30±0,03 mg/mL (H. stoechas - caules/folhas) e para a inibição da produção do biofilme 
obtiveram-se percentagens de inibição de 88% (A. campestris - flores) e 97% (H. stoechas - 
flores). 
Verificou-se ainda que o extracto aquoso de A. campestris (flores) não sofreu degradação 
pelos sucos gástrico e pancreático artificiais, o mesmo não ocorrendo em contacto com as 
células Caco-2. No extracto de H. stoechas (flores) não se verificou degradação nem com o 
suco gástrico artificial nem com as células Caco-2. No entanto, na presença do suco 
pancreático verificou-se a metabolização de alguns dos compostos presentes no extracto. A 
digestão com a β-glucuronidase de E. coli permitiu comprovar que o extracto das flores de 
H. stoechas não possui compostos glucuronados. 
O estudo das estruturas secretoras demonstrou que os tricomas glandulares bisseriados 
são comuns às duas espécies estudadas. O secretado é maioritariamente constituído por 
terpenóides de baixa massa molecular e por compostos fenólicos (agliconas flavonóicas).  
 
Palavras-chave: Artemisia campestris, Helichrysum stoechas, acetilcolinesterase, 
actividade antioxidante, actividade antimicrobiana, metabolismo in vitro, estruturas 
secretoras. 
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Abstract 
 
Many species of Asteraceae, namely from genera Artemisia and Helichrysum are 
commonly used on folk medicine to prepare a tea for the treatment of several pathologies. In 
the present work, we study the biological activities (acetylcholinesterase inhibitory activity, 
antioxidant and antibacterial activities) and the in vitro metabolism of the aqueous extracts 
(decoctions) of Artemisia campestris and Helichrysum stoechas aerial organs. The 
morphology, anatomy and histochemistry of the secretory structures of both species are also 
studied, as they are the primary sites of biosynthesis and accumulation of bioactive 
compounds. 
Among the decoctions from stems/leaves and flowers, those that showed better values for 
the acetylcholinesterase inhibition and antioxidant activities are the decoctions from flowers. 
The aqueous extract concentration of flowers of A. campestris and H. stoechas, responsible 
for 50% of inhibition of acetylcholinesterase (IC50) and for 50% of inhibition of free radical 
DPPH (EC50), was respectively 722.27±34.22 µg/mL and 8.68±0.25 µg/mL, for A. 
campestris and 260.69±13.95 µg/mL and 10.96±0.48 µg/mL for H. stoechas. 
The essays of antibacterial activities with Streptococcus mutans showed a minimal 
inhibitory concentration (MIC) of 2.59±0.31 mg/mL and 0.30±0.03 mg/mL with A. campestris 
(flowers) and H. stoechas (stems/leaves) decoctions, respectively. In which concerns the 
production of biofilm, an inhibition around 88% (A. campestris-flowers) and 97% (H. 
stoechas-flowers) have occurred. 
The aqueous extract of A. campestris (flowers) did not suffer degradation by artificial 
gastric and pancreatic juices, in contrast with the results obtained with Caco-2 cells. In 
addition, the extract of H. stoechas (flowers) did not suffer degradation in the presence of the 
artificial gastric juice and Caco-2 cells. However, the artificial pancreatic juice induced 
metabolization in some compounds presented in the extract. The digestion with β-
glucuronidase of E. coli corroborated that the aqueous extract of H. stoechas (flowers) had 
not glucuronidated compounds. 
The study of the secretory structures showed that bisseriate glandular trichomes are 
widely distributed in both species. The secreted materials are mainly composed of terpenoids 
having low molecular weight and phenolic compounds (flavonoid aglycones).  
 
 
Keywords: Artemisia campestris, Helichrysum stoechas, acetylcholinesterase, 
antioxidant activity, antibacterial activity, in vitro metabolism, secretory structures. 
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Aβ Proteína β-amilóide (do inglês Amyloid β-protein) 
AChE Acetilcolinesterase (do inglês Acetylcholinesterase) 
AChI  Iodeto de acetiltiocolina (do inglês Acetyltiocholine Iodide) 
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Precursor) 
BHA (do inglês Butylated Hydroxyanisole) 
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BSA Albumina do soro bovino (do inglês Bovine Serum Albumine) 
CSF  Fluido cérebro-espinhal (do inglês Cerebrospinal Fluid) 
DMEM  Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DMSO  Dimetilsulfóxido 
DPPH  2,2-difenil-1-picrilhidrazil (do inglês 2,2´-diphenylpicrylhydrazyl) 
DTNB  5,5`-ditiobis (2-nitrobenzoato) (do inglês 5,5´-dithiobis (2-
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Glu  Resíduo de glutamina (do inglês Glutamine) 
GTF  Glucosiltransferase 
HBSS  do inglês (Hank´s Balanced Salt Solution) 
Hepes  Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfónico (do inglês 4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 
His  Resíduo de histidina (do inglês Histidine) 
HPLC-DAD  Cromatografia líquida de alta resolução (do inglês High 
Precision Liquid Chromatography-Diod Array Detector) 
IC50  Concentração correspondente a 50% de inibição da enzima 
LISU Lisboa Universidade 
MIC  Concentração mínima inibitória (do inglês Minimum Inhibitory 
Concentration) 
MS  Espectrometria de massa (do inglês Mass Spectrometry) 
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Nas últimas décadas tem-se assistido em todo o mundo ao aumento da utilização das 
plantas medicinais, quer como medicamento, quer como suplemento alimentar ou 
cosmético. 
De acordo com a Organização Mundial de Saúde ainda hoje cerca de 80% da população 
do globo recorre a medicamentos tradicionais para as necessidades primárias de saúde. 
Desde tempos remotos que o Homem utiliza as plantas 
como medicamento e fonte de bem-estar. Um dos 
primeiros documentos escritos que refere a utilização 
medicinal de plantas é o Papiro de Ebers (Figura 1), da 
XVIII dinastia egípcia e datado do séc. XVI a.C. [1]. Na 
Europa a obra de Dioscórides “Matéria Médica”, do séc. I 
constitui um manancial de referências à utilização de 
plantas para fins terapêuticos. Encontra-se nesta obra 
indicações sobre a utilização de várias Asteraceae, 
nomeadamente de espécies de Artemisia e Helichrysum, 
sendo recomendado o uso de infusões e decocções para 
alívio da dor, tratamento de feridas e problemas gastro-intestinais [1]. 
Os extractos aquosos contêm diferentes tipos de compostos, entre os quais se podem 
referir os flavonóides e ácidos fenólicos. Estes compostos são de um modo geral bioactivos, 
actuando como inibidores de enzimas, apresentando actividades antioxidantes e 
antimicrobianas. O efeito inibitório da enzima tem sido utilizado do ponto de vista clínico 
para o tratamento de várias patogenias, por exemplo, doença de Alzheimer e do tracto 
digestivo, através da inibição da enzima acetilcolinesterase [2]. Por outro lado, o facto 
destes compostos apresentarem actividade antioxidante poderá explicar em parte, a acção 
anti-inflamatória destes “chás”, pois a bibliografia demonstra que os processos inflamatórios 
estão associados à presença de radicais livres neutralizados por compostos antioxidantes.  
Neste contexto é importante verificar se os “ chás” preparados a partir dos órgãos aéreos 
de Artemisia campestris e Helichrysum stoechas apresentam actividade inibitória da 
acetilcolinesterase (AChE) e simultaneamente actividade antioxidante que possam explicar 
pelo menos, em parte, as aplicações etnobotânicas referidas na literatura para estas duas 
espécies de Asteraceae da Flora Portuguesa. 
Se bem que não tenha sido encontrado muito suporte bibliográfico para o uso destas 
plantas no tratamento das infecções dentárias, parece interessante saber se estes extractos 
aquosos têm capacidade de inibir a formação da placa dentária, através da inibição do 
crescimento das principais bactérias que a produzem (Streptococcus sobrinus e 
Streptococcus mutans).  
Figura 1 – Papiro de Ebers. 
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Do ponto de vista biotecnológico é importante conhecer as estruturas secretoras 
envolvidas na síntese e acumulação destes compostos, pois permite não só a sua 
identificação como também a verificação da sua autenticidade durante os processos de 
obtenção comercial da planta para fins medicinais. 
Com intuito de validar alguns dos usos etnobotânicos de Artemisia campestris e 
Helichrysum stoechas estudou-se nesta tese as actividades biológicas de extractos aquosos 
dos órgãos aéreos, os vulgares “chás de ervas”, que são habitualmente consumidos pela 
população. O levantamento bibliográfico realizado demonstrou que a maioria dos estudos de 
actividades biológicas realizados até agora, nestas duas espécies de Asteraceae, foram 
efectuados em extractos etanólicos ou nos óleos essenciais. 
 
Com o presente trabalho pretende-se: 
 Determinar a actividade de inibição da enzima acetilcolinesterase, a actividade 
antioxidante e a actividade antimicrobiana, em extractos aquosos (decocções) de 
caules/folhas e flores de duas espécies de Asteraceae (Artemisia campestris e 
Helichrysum stoechas); 
 Estudar a acção do metabolismo gastro-intestinal sobre as decocções das flores 
de Artemisia campestris e Helichrysum stoechas, utilizando suco gástrico e 
pancreático artificiais e células Caco-2. Investigar também a acção destes 
metabolismos na actividade inibitória da AChE e na actividade antioxidante dos 
extractos.  
 Estudar a distribuição e a morfo-anatomia das estruturas secretoras que ocorrem 
nas folhas e flores de A. campestris e H. stoechas. Caracterizar 
histoquímicamente as classes maioritárias de compostos que constituem os 
secretados destas duas espécies. 
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1. O Género Artemisia e o Género Helichrysum 
1.1. Enquadramento Taxonómico e Distribuição Geográfica 
 
O género Artemisia L. e o género Helichrysum Mill. pertencem à família Asteraceae 
(Compositae), uma família muito vasta, com mais de 900 géneros e cerca de 20.000 
espécies, incluídas em duas subfamilias: 1) Asteraceae - Cichorioidea (syn. Compositae 
Liguliflorae/ Lactuceae), 2) Asteraceae - Asteroideae (syn. Compositae-Tubuliflorae). As 
Asteraceae têm uma distribuição cosmopolita, em que a maioria das espécies estão 
distribuídas nas regiões temperadas do Norte, podendo contudo alguns géneros ocorrer no 
hemisfério Sul [3]. As Asteraceae são sobretudo plantas herbáceas, apresentando 
raramente porte arbustivo ou arbóreo, podendo algumas ser trepadeiras [3, 4]. As suas 
folhas são simples, pinuladas e lobadas em algumas espécies, opostas ou alternadas e 
espinhosas em alguns géneros. A inflorescência é um capítulo que se encontra rodeado por 
um invólucro de uma ou mais séries de brácteas livres ou fundidas. As flores são 
actinomórficas ou zigomórficas, monóicas ou dióicas, sendo o ovário ínfero e bicarpelar e o 
estilete ramificado com dois estigmas. O fruto é uma cipsela1, frequentemente coroada por 
um papilho2 [4]. 
 
O género Artemisia L., incluído na sub-família Asteroideae tribo Anthemideae, é 
considerado como um dos maiores géneros das Asteraceae, sendo constituído por mais de 
500 espécies [5, 6]. É um género cosmopolita distribuído principalmente em regiões 
temperadas de elevada latitude do hemisfério norte (com área de precipitação de 0-50 cm), 
onde coloniza regiões áridas e semi-áridas. Contudo, alguns representantes do género 
ocorrem no hemisfério sul, África e América do Sul [5, 7]. 
Artemisia campestris L. cresce sobretudo na estepe e no deserto, podendo ser 
encontrada em sítios secos e areias marítimas, onde frequentemente ocorre A. campestris 
L. (ssp. maritima) [6].  
 
O género Helichrysum Mill., incluído na sub-família Asteroideae tribo Inuleae, é também 
considerado como um dos maiores géneros da família Asteraceae, com cerca de 500-600 
espécies herbáceas e arbustivas amplamente distribuídas no Sul da Europa, África 
(incluindo Madagáscar), Sudoeste da Ásia, Sul da Índia, Sri Lanka (antigo Ceilão) e Austrália 
[8, 9].  
                                               
1
 Fruto pequeno, seco e indeiscente, formado por dois carpelos unidos e com uma só semente. 
2 Papilho, tufo de pêlos ou sedas que coroa alguns frutos e sementes. 
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Helichrysum stoechas (L.) Moench. coloniza ambientes perturbados na região do 
Mediterrâneo, desde dunas costeiras a taludes de estradas ou campos abandonados. É 
uma espécie que cresce em quase todos os solos arenosos, xistosos ou calcários de 
Portugal e Espanha [8, 10, 11]. 
 
1.2. Breve Caracterização Morfológica   
 
A maioria das espécies do género Artemisia são perenes, no entanto algumas espécies 
podem ser bianuais ou semestrais. Trata-se de um género taxonomicamente complexo que 
inclui quer espécies muito semelhantes quer espécies com grandes diferenças morfológicas 
o que torna difícil a correcta identificação de um exemplar sem que se proceda a análise 
morfológica detalhada [5].  
As espécies de Artemisia são sobretudo herbáceas podendo em alguns casos ser 
arbustivas [11]. Algumas espécies são consideradas como ervas daninhas em várias zonas 
do globo, enquanto que outras são ecologicamente importantes por possuírem compostos 
bioactivos que lhes conferem actividade alelopática e antifúngica [12]. De um modo geral 
são espécies aromáticas [5] com folhas alternas recortadas em segmentos lineares ou 
lanceolados. Apresentam minúsculas flores tubulosas reunidas em capítulos muito 
pequenos, que se encontram agrupados em cachos ou panículas. O receptáculo pode ser 
plano/hemisférico, sem brácteas interflorais. As cipselas podem ser obovóides, sub-roliças 
ou comprimidas, geralmente lisas e finamente estriadas [11, 13]. 
Artemisia campestris L. apresenta caules ascendentes a erectos, geralmente vermelho-
acastanhados e glabros. As folhas, quando novas, são acetinadas e víscidas no Verão. Os 
capítulos são ovóides a globosos, curtamente pedunculados, erectos ou erecto-patentes. O 
invólucro da inflorescência é glabro ou piloso, apresentando brácteas com uma ampla 
margem escariosa. As brácteas externas são ovadas e as internas oblongas. As flores 
apresentam corolas amarelas ou avermelhadas. Todos os órgãos aéreos são fortemente 
aromáticos [11]. 
 
De um modo geral as espécies de Helichrysum são herbáceas ou sub-arbustivas, 
frequentemente lanosas ou tomentosas. Os capítulos podem ser pequenos a medianos, 
solitários ou agregados em corimbos compostos. O receptáculo não possui brácteas 
interflorais. Em algumas espécies o invólucro das inflorescência pode apresentar-se sob a 
forma cilíndrico-campanulado a hemisférico com numerosas brácteas invólucrais, 
imbricadas e escariosas. As flores são amarelas e tubulosas [11]. 
 Helichrysum stoechas L. é um sub-arbusto perene que apresenta caules densamente 
tomentosos, erectos a ascendentes, com 10 a 100 cm de comprimento. As folhas são 
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lineares, apresentando uma coloração verde-acinzentada/esbranquiçada, geralmente 
glabrescentes na página superior e acinzentado-tomentosas na inferior. Os invólucros da 
inflorescência são globosos/globosos-ovóides, com brácteas frouxamente imbricadas e 
citrinas. As cipselas de cor castanha-escura apresentam numerosas glândulas 
transparentes e muito brilhantes. Todos os órgãos aéreos são aromáticos, exalando uma 
intensa fragrância ligeiramente picante com notas características de caril [11].  
 
1.3. Estruturas Secretoras 
 
As plantas produzem uma grande variedade de secreções, misturas mais ou menos 
complexas constituídas essencialmente por metabolitos primários (proteínas, polissacáridos 
e pectinas) e/ou metabolitos secundários (terpenóides, fenilpropanóides e alcalóides). As 
secreções vegetais são sintetizadas e acumuladas em células especializadas que ocorrem 
isoladas (idioblastos secretores) ou que constituem estruturas altamente diferenciadas 
(tricomas, emergências, bolsas, canais e laticíferos) [14] 
As estruturas secretoras têm recebido especial atenção por parte dos investigadores, não 
só porque são os locais de síntese e acumulação de importantes produtos naturais, mas 
também pelo seu valor taxonómico. 
Metcalfe e Chalk [15] referem que em Asteraceae ocorrem de um modo geral idioblastos 
e tricomas glandulares bisseriados, podendo em alguns géneros estar também presentes 
canais secretores, laticíferos e hidátodos. 
Nas Asteraceae os idioblastos acumulam taninos (idioblastos taniníferos) ou drusas, 
cristais de oxalato de cálcio (idioblastos cristalíferos). Os tricomas glandulares mais 
frequentes são multicelulares e bisseriados, sendo comum a presença de células 
fotossintéticas em algumas células da cabeça glandular desses tricomas. O secretado 
acumulado no espaço sub-cuticular é, de um modo geral, eliminado para o exterior por 
ruptura da cutícula [8, 16-19]. 
Os canais secretores que ocorrem nas Asteraceae são irregulares no que respeita ao 
comprimento e diâmetro do lúmen, podendo anastomosarem-se entre si. Nas espécies onde 
ocorrem estão presentes em todos os órgãos aéreos, sendo particularmente numerosos no 
caule onde se encontram associados ao floema e xilema. De um modo geral, parecem ter 
origem esquizogénica e acumulam oleorresinas ricas em lactonas sesquiterpénicas e 
poliacetilenos [20-22]. 
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Os laticíferos, estruturas glandulares que secretam látex, são nas Asteraceae, do tipo 
articulado1 anastomosado2. A sua ocorrência é referida em alguns géneros da tribo Lactuca, 
como por exemplo, Chicorium,  Lactuca, Sonchus e Taraxacum [23, 24]. 
Os hidátodos, estruturas que excretam água no estado líquido por um processo 
designado gutação, ocorrem nas Compostas no ápice e nas “dentições” da folha. A água é 
libertada por poros aquíferos, estruturas morfologicamente semelhante a estomas, mas em 
que as células estomáticas perderam a capacidade de promoverem movimentos de abertura 
e fecho do ostíolo, permanecendo estes sempre abertos [25]. 
Em Artemisia campestris ocorrem tricomas glandulares bisseriados e canais secretores 
[17, 20] e em Helichrysum stoechas tricomas bisseriados [8]. 
 
1.4. Usos Etnobotânicos 
 
São muitas as espécies do género Artemisia que têm sido usadas em medicina popular, 
como emenagogos, analgésico, indutor de suor, hipotensor, anti-helmíntico, anti-malárico e 
antialérgico [7]. O termo Artemisia significa “a planta de Anthemis”, deusa grega que presidia 
ao parto, para realçar as propriedades abortivas de algumas espécies. 
A. abrotanum, por exemplo, tem sido cultivada desde a Antiguidade para repelir insectos, 
afastar o contágio de doenças infecciosas e “limpar” o ar de odores nauseabundos. Até ao 
séc. XIX era hábito colocar nos tribunais uns ramos de A. abrotanum e de Ruta chalepensis 
(arruda) para proteger contra a propagação das “febres dos prisioneiros” (febre tifóide). 
Acreditava-se também que a emulsão das folhas de A. abrotanum e de A. apiaceae em 
azeite, ajudava a crescer o cabelo em casos de alopecia [26]. 
Uma outra espécie, A. absinthium tem sido remédio caseiro desde os tempos bíblicos, o 
seu princípio amargo foi utilizado muitas vezes como metáfora para pôr em relevo as 
consequências dos pecados. Há provérbios que referem ser o pecado suave como um óleo 
e doce como o mel, mas que as suas consequências são sempre amargas como o absinto. 
Na terapêutica antiga, A. absinthium foi tratada como uma verdadeira panaceia, sendo difícil 
enumerar todas as suas virtudes. Foi usada durante séculos como digestivo, contra a 
icterícia, peste, febre e vermes intestinais. Sendo também recomendada para afastar 
mosquitos e traças e proteger os livros de ratos [26]. 
O óleo de absinto deu origem no séc. XVIII a um aperitivo alcoólico, o licor de absinto que 
foi tido no séc. XIX como uma bebida que activava o cérebro e desenvolvia a consciência e 
a sensibilidade inspirando a imaginação. O licor de absinto, identificado nos meios 
                                               
1
 Quando formados por fiadas de células. 
2 Ramificado 
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intelectuais com o espírito poético e vanguardista da época, foi consumido por pintores 
famosos como Renoir e escritores célebres como Zola e Pessoa. No princípio do séc. XX 
demonstrou-se cientificamente que o absinto induz, devido à presença da tujona uma forma 
peculiar de intoxicação (absintismo), que produz tremores, ansiedade e alucinações visuais, 
cromáticas e auditivas. Tal facto levou ao fecho das fábricas e à interdição do consumo 
deste licor [26].  
A. vulgaris, por exemplo, foi outra espécie importante na Europa, nomeadamente na 
Anglo-Saxónia, onde no tempo dos Druidas era uma das nove ervas utilizadas para 
afugentar os “demónios” e repelir os “venenos”. Foi considerada a “mãe das ervas” e usada 
em rituais de fertilidade. É interessante salientar que esta espécie é frequentemente 
mencionada em documentos gregos e romanos do séc. I d.C., sendo referido o seu plantio 
ao longo das estradas, para os soldados colocarem as suas folhas nas sandálias para alívio 
das dores dos pés durante as longas caminhadas. Esta reputação de “calmante” para as 
dores dos pés atravessa séculos e persiste até ao séc. XVII [26]. 
Um grande número de espécies de Artemisia, nomeadamente, A. absinthium, A. 
maritima, A. judaica, A. cina e A. herba-alba foram também utilizadas durante séculos contra 
os vermes intestinais. 
Uma outra espécie A. annua (conhecida na China como quinghao) foi utilizada na Ásia 
desde tempos muito antigos, para febres de diferentes etiologias, sendo hoje a fonte de um 
princípio activo (artemisinina) que é utilizada como anti-malárico. 
As espécies de Artemisia usadas para fins terapêuticos são geralmente administradas 
sob a forma de decocções e infusões [5]. Hayat et al. [5] verificaram ainda que algumas 
espécies de Artemisia eram utilizadas sob a forma de pó (planta inteira, folhas e sementes) 
e em pastas de folhas frescas. Na Tabela 1 encontram-se resumidas alguns dos usos 
tradicionais de espécies de Artemisia. 
A. campestris, utilizada como antioxidante e anti-séptico para distúrbios gástricos, 
diarreia, cólicas, hipertensão, reumatismo e envenenamento, é tradicionalmente 
administrada sob a forma de decocções de folhas e caules, recomendando-se o seu 
consumo diário até que haja redução dos sintomas [27]. Também nas ilhas de Okinawa A. 
campestris é utilizada na medicina tradicional para o tratamento de icterícia, diabetes e 
distúrbios renais [28]. 
Para além da utilização em medicina popular, várias espécies de Artemisia são usadas 
na gastronomia. A. dracunculus (estragão) é utilizada como erva culinária para diferentes 
pratos de peixe e A. vulgaris para pratos de peixe, molhos, saladas e recheios de patos e 
gansos [26].Também A. princeps é utilizada como alimento ou aditivo alimentar e corante 
natural [12]. Algumas espécies foram utilizadas para preparação de licores, como A. 
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absinthium (absinto) e A. pontica (vermute). Outras espécies são usadas como ornamentais, 
nomeadamente A. arborescens e A. caucasica [26]. 
 
Tabela 1 – Usos tradicionais de algumas espécies de Artemisia [5]. 
Espécies Partes da planta usadas Usos tradicionais 
A. absinthium 
Pó das folhas Problemas gástricos e vermes intestinais 
Pó das sementes 
Tratamento do reumatismo e alívio para a 
dor de dentes 
A. annua 
Folhas Tratamento da febre, tosse e resfriado. 
Pó das folhas Tratamento da diarreia. 
A. brevifolia 
Pó das folhas Problemas gástricos 
Extracto da planta Utilizado como vermífugo 
A. dubia 
Pó das sementes Problemas gástricos e vermes intestinais. 
Pasta de ervas frescas 
Aplicada externamente para tratamento de 
feridas na pele. 
A. herba-alba 
Pó planta inteira Tratamento de diabetes. 
Fumigação da planta Usado para o alívio das dores musculares. 
A. maritima 
Planta inteira 
Usada como anti-séptico e anti-
inflamatório. 
Folhas Utilizadas para o resfriado 
Pó planta inteira vermes intestinais 
A. roxburghiana Pó da planta inteira vermes intestinais 
 
Na Antiguidade as flores de Helichrysum, por conservarem por muito tempo a sua cor 
amarela dourada característica, eram conhecidas pelo nome vulgar de imortais ou perpétuas 
e utilizadas para fazer grinaldas para coroar os ídolos. Na Catalunha ainda no princípio do 
século passado as crianças e adolescentes faziam grinaldas para se enfeitarem em dias de 
festa [1]. O próprio termo Helichrysum que resulta da junção de dois termos gregos, hélios 
(sol) e chrysos (ouro) realça a cor das flores destas plantas [9]. 
Muitas espécies deste género como H. italicum e H. bracteatum são empregues 
frequentemente em arranjos florais e pout pourris, sendo também cultivadas para vedações 
decorativas de canteiros de jardim pela cor dourada das flores e o tom prateado das folhas 
[26]. 
Algumas espécies pela invulgar fragrância a caril são utilizadas em culinária em pratos de 
arroz e vegetais (H. stoechas e H. italicum) ou em misturas para chás (H. serpyllifolium, o 
chá dos Hottentotes), na tentativa de melhorar a qualidade das infusões [26]. 
Dioscórides, na sua enciclopédia obra “Matéria Médica”, recomenda que as sumidades 
florais de Helichrysum maceradas em vinho são diuréticas, podendo ser úteis contra a 
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mordedura de serpentes, dor ciática e problemas nervosos. Na Catalunha esta espécie é 
tida também como peitoral, antipirética e febrífuga contudo actualmente o seu uso como 
planta medicinal é praticamente inexistente [1, 26].  
O primeiro registo escrito do uso medicinal de espécies africanas de Helichrysum, 
remonta a 1727 [9], quando Boerhaave observou na África do Sul que algumas destas 
espécies eram utilizadas quer sob a forma de chás (infusão e decocção), quer por inalação 
de fumo e vapores [9, 29]. Na Tabela 2 encontram-se resumidas alguns dos usos 
tradicionais de espécies africanas de Helichrysum.  
 
Tabela 2 – Usos tradicionais de espécies de Helichrysum que ocorrem na África do Sul [9]. 
Espécies 
Partes da Planta 
usadas 
Usos tradicionais 
H. adenocarpum Decocção das raízes Tratamento da diarreia e vómitos em crianças 
H. argyrophyllum Infusão das raízes Problemas intestinais 
H. cochleariforme Infusão das raízes 
Tratamento da tosse e outros problemas 
pulmonares 
H. ecklonis Decocção das raízes Tratamento da diarreia em crianças 
H. kraussii 
Decocção das folhas Usado como cicatrizante 
Infusão das raízes e 
folhas 
Usado para lavagens corporais para expulsar 
os espíritos maus 
H. montanum 
Decocção da planta 
inteira 
Problemas torácicos 
H. nudifolium 
Infusão das folhas 
Tratamento de resfriamentos, dor de estômago 
e hemorroidal 
Infusão da planta 
Tratamento de problemas pulmonares. Banhos 
de vapores para baixar a febre 
Decocção das raízes Problemas torácicos e úlceras intestinais 
Decocção da folha Incentivar o desmame dos bebés 
Decocção da planta 
Tratamento de cólicas em crianças 
(administrado como clister) 
H. odoratissimum 
& 
H. panduratum 
Decocção das folhas Convulsões febris 
H. patulum Infusões da planta 
Tratamento da trombose coronária, infecções 
urinárias, infecções asmáticas, gripe e 
doenças ginecológicas 
H. setosum Decocção das folhas 
Tratamento da epilepsia. Usado também como 
aromatizante do ambiente 
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Os caules e folhas de algumas destas espécies, nomeadamente de H. odoratissimum e 
H. nudifolium são queimados como incenso e o fumo inalado para tratamento da insónia, de 
estados de nervosismo e histeria [9].  
H. stoechas, uma das espécies em estudo, é utilizado como diurético, digestivo e 
expectorante, e o seu óleo essencial é aplicado na perfumaria e aromaterapia [30].  
 
1.5. Fitoquímica 
 
Estudos fitoquímicos em diferentes espécies de Artemisia revelaram a presença de 
diferentes classes de metabolitos secundários, nomeadamente de terpenóides, flavonóides, 
cumarinas, acetilenos, poliacetilenos e ácidos fenólicos [7, 31]. Contudo, a grande maioria 
dos estudos fitoquímicos efectuados em Artemisia têm incidido sobretudo no isolamento e 
identificação de compostos fenólicos (cumarinas e flavonóides). Assim, foram identificados 
em extractos metanólicos de A. apiacea, compostos como apigenina, cacticina, 5-hidroxi-
6,8-dimetoxicoumarina (arteminina) e 6-hidroxi-7,8-metilenodioxicoumarina (artemicapina C) 
[31-33]. Em A. copa foram identificados axillarina, penduletina, tricina e crisoeriol [34] e em 
A. campestris identificou-se a naringenina, sacuratenina, isosacuranetina e escopoletina 
[35].  
Os óleos essenciais têm também sido estudados em várias espécies de Artemisia, 
verificando-se que para o caso de A. caerulescens o óleo é composto essencialmente por 
santonina, cânfora, β-cariofileno, borneol, nerol e α-terpineol. Já em A. absinthium o óleo 
essencial é composto maioritariamente por tujona, cis-epoxiocimeno, acetato de trans-sabil 
e acetato de quisantenilo, apresentando também lactonas sesquiterpénicas, matricina e 
glicósidos flavonólicos [34]. As lactonas sesquiterpénicas identificadas em grande número 
de espécies de Artemisia são consideradas marcadores químicos do género. 
A análise do óleo das folhas da A. campestris de plantas colhidas em Portugal revelou 
como constituintes maioritários o β-pineno, cadin-4-en-7-ol, γ-terpineno, (Z)-β-ocimeno e  
aromadendreno [36]. Contudo, num outro estudo com plantas de A. campestris colhidas na 
Turquia, identificaram-se como componentes maioritários do óleo, α e β-pineno, 1,8-cineole, 
tujona, álcool de tujil, geraniol [36, 37]. Esta diferença na composição dos óleos essenciais 
poderá dever-se aos diferentes parâmetros climáticos (temperatura, pluviosidade, altitude, 
direcção do vento, número de horas de exposição solar, etc) e edáficos que presidiram ao 
crescimento das plantas em Portugal e na Turquia [36, 37]. 
 
A caracterização fitoquímica do género Helichrysum é complexa, sendo os terpenóides e 
os fenóis os compostos mais representativos. Em várias espécies de Helichrysum da África 
do Sul, foram identificados acilfloroglucinóis e flavonóides derivados de floroglucinol assim 
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como chalconas, dihidrochalconas e piranochalconas [9]. Em H. stoechas, uma das 
espécies em estudo, foram identificados flavonóides como a apigenina, naringenina, 
luteolina, quercetina, helicrisina e canferol [34].  
Nos óleos essenciais isolados de várias espécies de Helichrysum, nomeadamente de H. 
gimnocephalum, H. selaginifolium e H. bracteiferum, verificou-se que os compostos 
maioritários são os monoterpenos, enquanto que em H. cordifolium, H. faradifani e H. 
hypnoides são os sesquiterpenos hidrocarbonados os componentes maioritários [38].  
Os óleos de H. stoechas mostraram conter uma importante fracção de hidrocarbonetos 
monoterpénicos, que representa cerca de 93% e 98 % do óleo total das flores e folhas, 
respectivamente. Os monoterpenos maioritários desses óleos são o α-pineno e o limoneno, 
seguindo-se o β-bisabolene, o componente sesquiterpénico principal do óleo das flores [8, 
39]. Para além desses terpenóides de baixo peso molecular, foram também identificados em 
H. stoechas triterpenos (ácido oleanólico, ácido ursólico, eritrodiol, β-sitosterol e 
estigmasterol) [34] e derivados do floroglucinol e da acetofenona [39]. 
 
2. Doença de Alzheimer  
 
A doença de Alzheimer (AD) é uma forma de demência comum, que afecta a população 
idosa e tem vindo a aumentar nos países desenvolvidos, onde houve nas últimas décadas 
um aumento na esperança média de vida [40]. A AD afecta 10% das pessoas com idade 
superior a 65 anos e 30-35% das pessoas com idade acima dos 85 anos [41]. É uma 
patologia que progride lentamente por um processo neurodegenerativo de etiologia incerta. 
Do ponto de vista neurológico manifesta-se inicialmente por uma série de alterações 
cognitivas leves, falta de memória de acontecimentos recentes, perda de memória espacial 
e desequilíbrios emocionais. À medida que a doença progride estes sintomas tornam-se 
mais graves, acabando por haver uma perda total das funções cognitivas [40]. A nível 
cerebral, como resultado da degeneração das sinapses e morte dos neurónios, verifica-se 
uma redução no tamanho dos lobos cerebrais frontais e temporais, regiões envolvidas nos 
processos de aprendizagem e memória [42].  
Histopatologicamente a doença é caracterizada por perda de neurónios e acumulação 
progressiva de filamentos helicoidais emparelhados (PHF), como os entrançamentos 
neurofibrilhares (NFT) nos neurónios, e pela presença de fibras amilóides em placas 
neuríticas (senis) [43]. A principal proteína amilóide na AD é a proteína β-amilóide (Aβ), que 
resulta da proteólise, catalisada pela β-secretase e γ-secretase, da proteína precursora 
amilóide (APP), uma proteína transmembranar. Aβ existe em duas formas: solúvel e fibrilar. 
A forma solúvel é um produto metabólico normal que está presente no fluído cérebro-
espinhal (CSF), no soro de indivíduos normais e pacientes com AD. Uma característica da 
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Aβ é a sua capacidade em se agregar, formando fibrilhas insolúveis que dão origem a 
formações densas, placas senis, que se depositam extracelularmente [43]. As placas senis 
desencadeiam uma resposta inflamatória que vai conduzir à neurodegeração e demência 
característica da AD [44].  
A patologia com formação de NFT na AD está associada à hiperfosforilação da proteína 
neuronal tau. Esta proteína associada aos micrótubulos actua na estabilização do 
citoesqueleto e, como a maioria das proteínas associadas a micrótubulos, é regulada por 
fosforilação. Nos pacientes de Alzheimer, a proteína tau é hiperfosforilada, acumulando-se 
em filamentos helicoidais emparelhados (PHF), que se agregam em massas dentro dos 
neurónios, formando os entrançamentos neurofibrilhares (NFT) [43, 44].  
No final de 1970, vários investigadores descobriram que nos cérebros de pacientes com 
AD há deficiência em acetilcolina (ACh) [45]. Este neurotransmissor existe nas fendas 
sinápticas e está envolvido na transmissão de sinal entre os neurónios. É uma molécula, 
libertada para a fenda sináptica de acordo com a resposta à estimulação nervosa, que se 
liga a receptores pós-sinápticos. A ACh é inactivada por clivagem numa reacção catalisada 
pela enzima acetilcolinesterase (AChE), de que resulta uma molécula de colina e um grupo 
acetilo. O centro activo da AChE, localizado na base de uma cavidade de 20 Ǻ de 
profundidade [46], é composto por uma tríade catalítica (Glu 334-His 447- Ser 203), um 
“bolso” acilo composto por Phe 295 e Phe 297, um sítio de ligação à colina (Trp 86- Glu 202-
Tyr 337) e um sítio de ligação periférica (Trp 286-Tyr 72-Tyr 124-Asp74) (Figura 2). A 
hidrólise da acetilcolina ocorre via hidroxilo, através do resíduo de serina da tríade catalítica 
[47].  
 
Figura 2 – Cavidade do centro activo da acetilcolinesterase (AChE) de mamíferos [47]. 
 
As estratégias terapêuticas mais utilizadas no combate à AD envolvem a administração 
de inibidores da acetilcolinesterase e compostos com propriedades antioxidantes.  
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2.1. Inibidores da Acetilcolinesterase (AChE) 
 
Os inibidores químicos da AChE têm sido os fármacos mais usados em pacientes com 
AD e a terapêutica mais bem sucedida. No entanto, alguns dos inibidores químicos como o 
tacrino (Cognex ™) têm efeitos hepatotóxicos [48]. 
Recentemente, uma grande variedade de inibidores da AChE de origem vegetal tem 
revelado um enorme potencial para o tratamento de doenças neurodegenerativas, 
melhorando a função cognitiva e a depressão, que muitas vezes se instala em doentes de 
Alzheimer. Por exemplo, a fisostigmina e galantamina, dois alcalóides extraídos 
respectivamente de Physostigma venenosum e de Galanthus nivalis, demonstraram ter uma 
intensa acção anticolinesterase. Também compostos monoterpénicos, nomeadamente 
acetato de borniol, geraniol e limoneno mostraram ser capazes de inibir AChE, contudo o 
seu poder inibitório é fraco quando comparado com a actividade dos alcalóides 
mencionados anteriormente [48].  
Actualmente, são usados no tratamento de doentes com AD três inibidores da AChE, 
donezepil, rivastigmina e galantamina. Estes inibidores actuam no alívio sintomático de 
estádios iniciais da AD, retardando a progressão da doença e contribuindo para uma 
melhoria das condições de vida dos doentes [48].  
Alguns inibidores da acetilcolinesterase são também utilizados em pacientes que 
apresentam distúrbios gastrointestinais, evitando a degradação da acetilcolina, o que 
conduz ao aumento da sua disponibilidade e tem como efeito o aumento da motilidade 
gastrointestinal [2]. 
 
3. Actividade Antioxidante 
 
Há hoje um vasto leque de evidências que associa a presença de radicais livres ao 
desenvolvimento de doenças degenerativas, como por exemplo, a doença de Parkinson, a 
doença de Huntington e a doença de Alzheimer (AD) [32]. Os radicais livres ou espécies 
reactivas de oxigénio (ROS) são gerados a partir de moléculas de oxigénio e de azoto, que 
possuem electrões desemparelhados e que por sua vez levam à produção do stress 
oxidativo. Os radicais livres produzidos no organismo são tóxicos e, se não forem removidos 
ou neutralizados, reagem com os lípidos, proteínas e ácidos nucleícos, conduzindo a 
alterações nas funções celulares. O dano oxidativo a nível dos componentes celulares leva 
à alteração das propriedades da membrana, como por exemplo, fluidez, transporte de iões, 
actividades enzimáticas e cross-linking de proteínas. Por outro lado, o dano oxidativo pode 
conduzir à morte celular [43].  
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Alguns trabalhos científicos mostram que a AD está associada a processos inflamatórios, 
em que as ROS estão envolvidas como mensageiros. A inflamação aguda resulta na 
neurodegeneração, que por sua vez é responsável pela demência verificada na AD [44]. 
Como consequência da hipótese de que o processo mediado pelo stress oxidativo está 
envolvido em eventos neurodegenerativos e morte celular neuronal, diferentes terapêuticas 
têm sido desenvolvidas, sendo uma delas a protecção por antioxidantes, compostos que 
bloqueiam o processo de oxidação neutralizando os radicais livres (43 e 44). A terapia com 
antioxidantes tem sido aplicada à doença de Parkinson e a outras doenças relacionadas 
com a idade, nomeadamente a AD sendo uma abordagem promissora para retardar a 
progressão desta doença [49]. 
 Estão hoje disponíveis no mercado e são comercializados vários compostos naturais 
com capacidade antioxidante, por exemplo, vitamina E, vitamina C, ubiquinona, ácido 
lipóico, β-caroteno, melatonina e curcumina, entre outros [43]. Nas plantas são vários os 
compostos de natureza fenólica (flavonóides e outros) que mostraram ser eficazes na 
eliminação dos radicais livres e/ou possuírem actividades antioxidantes [32]. Os 
antioxidantes sintéticos como BHA (Butylated Hydroxyanisole) e BHT (Butylated 
Hydroxytoluene) demonstraram também ser eficazes, embora se suspeite que tenham 
actividade mutagénica [50].  
 
4. Actividade Antibacteriana 
 
A cárie dentária é a doença oral mais comum. Embora a flora bucal humana seja muito 
diversa e complexa, duas estirpes de Streptococcus, S. mutans e S. sobrinus estão 
implicadas na formação de cáries dentárias como agentes etiológicos primários. Estas 
bactérias são responsáveis pela formação do biofilme, também designado por placa 
bacteriana. Um dos mais importantes factores de virulência destas duas estirpes de 
bactérias é a sua capacidade de produzir glucosiltransferase (GTF) e sintetizar glucanos 
insolúveis em água a partir da sacarose, processos que favorecem a adesão de bactérias à 
superfície dos dentes e contribuiem para a formação da placa dentária [51]. De facto, a GTF 
é a enzima chave que catalisa a introdução de uma molécula de glicose, a partir da 
sacarose, em glucanos adesivos e contribui significativamente para a formação da placa 
dentária. A acumulação de ácidos metabólicos produzidos pelas colónias bacterianas leva à 
desmineralização da superfície do esmalte e à produção de cáries dentárias [52]. 
Uma abordagem possível para redução da incidência de cáries é o desenvolvimento de 
agentes terapêuticos com propriedades antimicrobianas e/ou antiaderentes destinados a 
prevenir a proliferação de bactérias na superfície do dente [53]. Apesar de alguns 
antibióticos, como por exemplo, a ampicilina, clorexidina, eritromicina, penicilina, tetraciclina 
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e vancomicina terem sido muito eficazes na prevenção da cárie dentária, o seu uso 
continuado pode conduzir a desarranjos na flora intestinal e oral e causar efeitos 
secundários tais como, susceptibilidade a microrganismos, vómitos, diarreia e coloração 
dentária [54]. 
O uso de produtos naturais em cuidados primários de saúde, nomeadamente do foro da 
saúde oral, é já hoje uma alternativa à utilização de compostos químicos de síntese. 
Estudos recentes revelam que alguns produtos naturais, como o propólis e polifenóis do chá 
(chá preto chinês e de Harrisonia perforata) possuem forte actividade inibitória sobre GTF. 
Também o magnolol, um composto fenólico extraído de Magnolia officinalis revelou ser 
eficaz, inibindo in vitro o crescimento de bactérias cariogénicas e demonstrando uma intensa 
actividade anti-GTF [52]. Actualmente existem já no mercado vários produtos de higiene 
bucal (pasta dentrífica e antisépticos orais) que têm como princípio activo a sanguinarina, 
um alcalóide isolado do rizoma de Sanguinaria canadensis, que apresenta uma actividade 
antibacteriana muito eficaz contra várias bactérias da flora bucal [54]. 
Estudos recentes demonstraram que os extractos etanólicos de Helichrysum italicum 
parecem afectar algumas das propriedades cariogénicas de Streptococcus mutans, 
Streptococcus sanguis e Streptococcus sobrinus, tais como, a hidrofobicidade de superfície, 
aderência e agregação celular [53, 55]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. MATERIAL E MÉTODOS 
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1. Material vegetal 
 
Os extractos para os ensaios químicos foram preparados com ramos de Artemisia 
campestris L. (spp. maritima) e Helichrysum stoechas (L.) Moench colhidos de plantas de 
populações naturais das dunas da praia do Meco (Aldeia do Meco, Sesimbra) em Julho de 
2009. Para a caracterização morfológica e anatómica das estruturas glandulares e para o 
estudo histoquímico dos secretados usou-se material colhido no mesmo local durante toda a 
Primavera de 2010. Das duas espécies em estudo foram feitas folhas de herbário que se 
encontram depositadas no Herbário do Jardim Botânico da Universidade de Lisboa (LISU).  
 
 
2. Reagentes  
 
Os reagentes para análise dos extractos aquosos e determinação das actividades 
biológicas tais como, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), apigenina, ácido rosmarínico, ácido 
caféico, quercetina, rutina, ácido ferúlico, ácido clorogénico, acetilcolinesterase (AChE) tipo 
VI-S, extraído da enguia eléctrica contendo 349 U/mg sólido e 411 U/mg de proteína, 5,5`-
ditiobis [2-nitrobenzoato] (DTNB), iodeto de acetiltiocolina (AChI), tampão Hepes, 
pancreatina isolada do pâncreas de porco, dimetilsulfóxido (DMSO), BSA (Bovine Serum 
Albumine) e β-glucuronidase de E.coli tipo IX-A, azida de sódio e PMSF 
(phenilmethilsulfonyl) foram adquiridos à Sigma. O DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s 
Medium), HBSS (Hank´s Balanced Salt Solution), PBS (Phosphates Buffer Solution), 
tripsina, FBS (Foetal Bovine Serum), glutamina, Pen-Strep (penicilina 100 U/mL e 
estreptomicina 100 U/mL), os sais de fosfato de potássio, ácido trifluoroacético e acetonitrilo 
foram adquiridos à Lonza (Merck). A pepsina contendo 0,53 U/mg, o BHI (Brain Heart 
Infusion), a sacarose e o ácido fórmico foram adquiridos à Fluka. O metanol “HPLC grade” 
foi adquirido à Fisher Scientific. 
Os reagentes utilizados para a preparação de amostras para os estudos morfo-
anatómicos e para a caracterização histoquímica dos secretados: Glutaraldeído, Ácido 
periódico, Azul de Toluidina O, Negro de Sudão IV, Vermelho Sudão IV, Vermelho Neutro, 
Tetróxido de Ósmio, Cloreto de ferro III, Reagente de Nadi, Dicromato de Potássio, 
Vermelho de Ruténio, Cloreto de Alumínio e 2-Aminoetil-Difenilborinato (“Naturstoff reagent 
A”)) foram adquiridos à Sigma. A historesina foi adquirida à Leica ® (Microsystems, 
Nussloch, Alemanha).  
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3. Preparação de Extractos 
 
Para os extractos aquosos, decocções, de Artemisia campestris e Helichrysum stoechas 
usaram-se 20 g de material vegetal (fresco), que foi previamente separado em caules/folhas 
e flores, cortado e colocado em 200 ml de água destilada em ebulição, que se deixou ferver 
durante 10 minutos. Depois de arrefecidas as decocções foram filtradas em papel de filtro 
Whatman, sendo os extractos congelados e posteriormente liofilizados num liofilizador Heto 
Power Dry LL3000, durante 3 dias. Os extractos secos, em pó permitiram a determinação do 
peso seco para cada um dos extractos. 
 
4. Determinação da Inibição da Actividade da Acetilcolinesterase 
 
A determinação da inibição da actividade da acetilcolinesterase (AChE) das decocções 
de A. campestris e H. stoechas foi realizada pelo método de Ingkanian et al. [56], 
ligeiramente modificado. O esquema reaccional que permite seguir a actividade da AChE 
encontra-se representado na Figura 3.  
 
Figura 3 – Esquema que ilustra a reacção da AChE (acetilcolinesterase) com a acetilcolina (AChI), que produz 
um produto corado, o TNB (5-tio-2-nitrobenzoato). Adaptado de Frasco et al.[57]. 
 
Numa cuvette, a 325 μL de tampão Hepes (50 mM, pH 8) juntaram-se 100 µL de extracto 
e 25 μL de solução de acetilcolinesterase contendo 0,26 U/ml. Após 15 minutos de 
incubação, juntaram-se 75 μL de AChI (0,023 mg/ml) e 475 μL de DTNB 3 mM. 
Posteriormente foi medida a absorvência a 405 nm, durante 4 minutos, no espectofotómetro 
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Camspec M350 Double Beam UV-visible Spectrophotometer. O valor da absorvência 
permite determinar a velocidade inicial da reacção, o que por sua vez vai permitir o cálculo 
da percentagem de inibição da enzima. 
Utilizaram-se várias concentrações de extracto e para cada uma delas realizaram-se 
triplicados. Cada ensaio foi acompanhado de um branco, em que se substituiu a enzima 
pelo tampão Hepes. Foi também realizado um ensaio controlo onde se substituiu o extracto 
por água destilada e em que se considerou que a enzima tinha 100% de actividade. 
A equação para determinar a percentagem de inibição da actividade da enzima pela 
solução de extracto é: 
 
I (%) = 100 - (v amostra / v controlo) x 100, 
 
onde I (%) é a inibição enzimática expressa em percentagem, v amostra corresponde à 
velocidade inicial da reacção contendo a solução de extracto e V controlo é a velocidade inicial 
da reacção controlo. A concentração de extracto, à qual ocorre inibição de 50% da 
actividade da enzima (IC50), foi determinada a partir de um gráfico de inibição da enzima (%) 
em função das concentrações dos extractos de A. campestris e H. stoechas (caules/ folhas 
e flores). 
 
5. Determinação da Actividade Antioxidante 
 
A actividade antioxidante dos extractos aquosos de Artemisia campestris e Helichrysum 
stoechas foi determinada pelo método descrito por Tepe et al. [50], que tem por base a 
redução do radical livre estável DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Na presença de uma 
substância com propriedades antioxidantes, capaz de doar um protão, o DPPH é reduzido 
perdendo a cor violeta característica e adquirindo um tom amarelo claro típico do grupo 
picril, como indicado na Figura 4. 
 
Figura 4 – Representação esquemática da extinção do DPPH na presença de uma substância com capacidade 
de captação do radical. Adaptado de Molyneux et al. [58]. 
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A forma não radicalar de DPPH absorve na região visível permitindo que esta reacção 
possa ser determinada por espectroscopia UV-visível, através de medições de absorvência 
a 517 nm [58, 59]. 
Para a determinação da actividade antioxidante, 25 μL de solução de extracto foram 
adicionados a 2,5 mL de uma solução metanólica de DPPH 0,02% (m/v), sendo esta mistura 
posta a incubar durante 30 minutos. Ao fim do período de incubação mediu-se a 
absorvência a 517nm no espectofotómetro M350 Double Beam UV-visible 
Spectrophotometer. Os ensaios foram realizados em triplicado para as diferentes 
concentrações de extracto de A. campestris (caules/folhas e flores) e H. stoechas 
(caules/folhas e flores). Cada triplicado foi acompanhado por um branco que continha 
metanol em vez de solução metanólica de DPPH 0,02%. Foi também realizado um ensaio 
controlo onde se substituiu a solução de extracto por água destilada. Este ensaio representa 
o DPPH a 100%. 
Para calcular a percentagem de extinção de DPPH utilizou-se a seguinte equação: 
 
E (%) = (A DPPH – Aamostra / A DPPH) x 100, 
 
em que E (%) corresponde à percentagem de extinção de DPPH, A DPPH a absorvência da 
solução de DPPH contra o branco e Aamostra a absorção do extracto contra o branco. 
 A concentração de extracto para a qual a actividade antioxidante é de 50 % (EC50) foi 
determinada a partir da regressão da actividade antioxidante (%) em função da 
concentração de extracto de A. campestris e H. stoechas. 
 
6. Determinação da Actividade Antibacteriana  
6.1. Determinação do MIC (Minimum Inhibitory Concentration) para Streptococcus 
mutans  
 
A actividade bacteriostática dos extractos aquosos de A. campestris (caule/folhas e 
flores) e H. stoechas (caule/folhas) foi determinada através do cálculo do valor MIC50 
(Minimum Inhibitory Concentration). Para este ensaio utilizou-se o procedimento descrito por 
Figueiredo et al. [51]. 
Utilizou-se uma estirpe Streptococcus mutans (CETC 479) obtida na Coleccion Espanõla 
de Cultivos Tipo. Lote 21-10-1998. Esta estirpe foi cultivada em meio Brain Heart Infusion 
(BHI), sob condições anaeróbias, asseguradas pelo desarejamento com azoto, através de 
filtros estéreis de 0,2 µm.  
Streptococcus mutans provenientes de culturas deixadas overnight na estufa, foram 
ajustadas para 5×105 unidades formadoras de colónias, ou seja, cerca de 0,5 UA (unidades 
de absorvência) a 630 nm. Os extractos aquosos de A. campestris e H. stoechas foram 
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diluídos em série em meio BHI, para diferentes concentrações. Em microplacas estéreis de 
96 poços adicionaram-se 225 µL de extracto de A. campestris (caules/folhas e flores) e H. 
stoechas (caules/folhas) a diferentes concentrações a 75 µL de suspensão bacteriana. 
Realizaram-se brancos para cada concentração de extracto utilizada, onde se substituiu o 
inóculo bacteriano por meio. Fez-se também um ensaio controlo em que se substituiu o 
extracto das plantas por meio. Após um período de incubação de 48 h a 37 ºC em condições 
anaeróbias, o crescimento de S. mutans foi estimado espectrofotometricamente a 630 nm, 
utilizando um leitor de microplacas Tecan Sunrise. 
O MIC50 foi definido como a concentração mínima de extracto para a qual há 50% de 
inibição de crescimento da bactéria. Para a determinação de MIC50, construiu-se um gráfico 
de inibição de crescimento (%) em função das concentrações dos extractos (mg/mL). Todos 
os ensaios foram realizados em triplicado tanto para o controlo como para as diferentes 
concentrações de extracto testadas.  
 
6.2. Determinação do Efeito dos Extractos Aquosos na Formação do Biofilme 
  
Para determinar o efeito das decocções de A. campestris (flores) e H. stoechas (flores) 
na formação do biofilme, seguiu-se o método descrito por Figueiredo et al. [51]. S. mutans 
foi incubada em garrafas de vidro a 37ºC durante 18 h em BHI suplementado. 0,5 mL de 
suspensão bacteriana em fase de crescimento exponencial (OD=0,5 UA) foram inoculados 
em garrafas de vidro com 4,5 mL de BHI-S (1% de sacarose; 0,5% de levedura e 0,05% de 
L-cisteína) contendo diferentes concentrações de extracto de A. campestris e H. stoechas. 
Para todos os ensaios realizou-se um controlo positivo sem suplementação de extracto e 
controlos negativos sem inoculação. Após a incubação a 37ºC durante 48 h mediu-se o pH e 
a densidade óptica da cultura em suspensão a 630 nm, em comparação com o controlo 
negativo correspondente. Em seguida removeu-se a cultura em suspensão, ressuspendeu-
se em 1mL de água destilada o biofilme aderente ao vidro do frasco de cultura, que 
previamente tinha sido libertado do frasco por ultra-sons. O biofilme foi avaliado por 
espectrofotometria a 630nm, em comparação com o controlo negativo correspondente para 
cada ensaio.  
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7. Ensaios de Digestão dos Extractos por Suco Gástrico e Suco 
Pancreático Artificiais  
7.1. Digestão do Extracto das Flores de Artemisia campestris e Helichrysum stoechas 
por Suco Gástrico Artificial 
 
Para o estudo da digestão enzimática dos extractos por suco gástrico artificial utilizou-se 
o método descrito por Yamamoto et al. [60]. A 2,5 mL de solução de suco gástrico artificial 
(32 mg de pepsina e 200 mg de NaCl, em 100 ml, pH 1,2, acertado com HCl) adicionou-se 
2,5 mL dos extractos aquosos das espécies em estudo e colocou-se esta mistura reaccional 
num banho termostatizado a 37ºC (concentração final de amostra 5 mg/mL). A cada hora 
(0h, 1h, 2h, 3h e 4h) retirou-se 100 μL da mistura reaccional que se adicionou a 900 μL de 
metanol gelado num “vial” de HPLC. Os “vials” foram mantidos em gelo até se proceder à 
análise das amostras. O tempo 0 h corresponde à aliquota retirada antes de colocar a 
mistura reaccional no banho termostatizado. 
Durante o mesmo período de amostragem, retirou-se 400 µL da mistura reaccional para 
tubos de eppendorf, que foram congelados e utilizados mais tarde nos ensaios de 
determinação do efeito inibitório da acetilcolinesterase e de actividade antioxidante. Para 
cada um dos ensaios (digestões, determinação das actividades inibitórias da AChE e 
actividade antioxidante) foram realizados triplicados.  
 
7.2. Digestão do Extracto das Flores de Artemisia campestris e Helichrysum stoechas 
por Suco Pancreático Artificial 
 
Para este estudo seguiu-se também o método descrito por Yamamoto et al. [60]. A 2,5 
mL de suco pancreático artificial (250 mg de pancreatina em 10 mL de tampão K-fosfatos-
dihidrogenofosfato de potássio 50 mM, pH 8) adicionou-se 2,5 mL dos extractos aquosos 
das espécies em estudo e colocou-se esta mistura reaccional num banho termostatizado a 
37ºC (concentração final de amostra 5 mg/mL). A cada hora (0h, 1h, 2h, 3h e 4h) juntou-se 
100 μL da mistura reaccional a 900 μL de metanol gelado, para parar a reacção enzimática. 
O tempo 0 h correspondeu à aliquota retirada antes de colocar a mistura reaccional no 
banho termostatizado. As amostras centrifugadas a 9000 rpm durante 5 min, permitiram 
precipitar a proteína e recolher o sobrenadante para um “vial” de HPLC. Aos mesmos 
tempos de amostragem recolheu-se também 400 μL da mistura reaccional que foram 
centrifugadas a 9000 rpm, durante 5 min, para analisar a actividade inibitória da 
acetilcolinesterase e a extinção do DPPH.  
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Em paralelo preparam-se também dois brancos, um contendo suco pancreático sem 
pancreatina e com extracto de H. stoechas e o outro constituído por suco pancreático com 
pancreatina sem extracto. 
 
8. Digestão das Decocções das Flores de Artemisia campestris e 
Helichrysum stoechas por células Caco-2 
 
As células Caco-2 são linhas celulares epiteliais do adenocarcinoma do cólon humano, 
que são utilizadas para mimetizar o epitélio intestinal [61]. Para estudar a digestão por 
células Caco-2, utilizou-se o método descrito por Kern et al. [62] e Soler et al. [63]. As 
células Caco-2 foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% FBS, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 U/mL de estreptomicina. As Caco-2 foram mantidas 
a 37º C, numa estufa Shel Lab CO2 Series da Sheldon Mfg. Inc. contendo 5% de CO2, sendo 
o meio de cultura (DMEM) trocado após as primeiras 72 horas e daí em diante a cada 48 
horas, durante 15 dias. 
Para o ensaio da digestão do extracto de A. campestris, as células cresceram numa área 
de 0,9 cm2 em placas transwell. Para o ensaio da digestão do extracto de H. stoechas, 
semearam-se aproximadamente 4×104 células em caixas de Petri de 10 cm de diâmetro, 
que se mantiveram durante 15 dias após ter havido confluência das células. No início do 
ensaio, removeu-se todo o meio DMEM e lavaram-se as células com HBSS (1 mL para A. 
campestris e 9 mL para a H. stoechas). Posteriormente, adicionaram-se 2 mL e 9 mL de 
HBSS contendo 3 mg/mL de extracto de A. campestris e H. stoechas, respectivamente. As 
células em contacto com o extracto, foram incubadas a 37ºC, durante 4 h, numa atmosfera 
contendo 5% de CO2. Às 0 h, 1 h e 4 h, retiraram-se amostras do meio (83 µL para A. 
campestris e 1 mL para H. stoechas) para um eppendorf, que foi a centrifugar a 9000 rpm 
durante 10 minutos.  
Paralelamente realizou-se também um ensaio controlo, exactamente idêntico ao descrito, 
mas sem extracto. Todos os ensaios foram realizados numa câmara de fluxo laminar Esco 
Class II Biohazard Safety. 
 
9. Digestão do Extracto das Flores de Helichrysum stoechas por β-
glucuronidase de E. coli 
 
Preparou-se uma mistura reaccional a partir de 400 µL da decocção das flores de H. 
stoechas (10 mg/mL) e 400 µL de β-glucuronidase de E. coli (5000 U/mL β-glucuronidase 
em tampão K-fosfatos 10 mM, pH 7,4). Em paralelo prepararam-se também dois controlos, 
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um contendo 400 µL de β-glucuronidase (5000 U/mL β-glucuronidase em tampão K-fosfatos 
10 mM, pH 7,4) e 400 µL de H2O e o outro constituído por 400 µL da decocção das flores de 
H. stoechas (10 mg/mL) e 400 µL de tampão k-fosfatos (10 mM, pH 7,4). As soluções 
preparadas (mistura reaccional e controlos) foram colocadas num banho termostatizado a 
37ºC, durante 1h. Após este período recolheram-se as amostras e centrifugaram-se a 9000 
rpm, durante 10 minutos. O sobrenadante foi analisado por HPLC-DAD. 
 
10. Análise dos Extractos por HPLC-DAD 
 
As análises por HPLC (High Precision Liquid Chromatography) foram realizadas num 
Finnigam TM Surveyor ® Plus Modular LC System equipado com coluna Lichrocart ® 250-4 
Lichrospher ® 100 RP-18 (5 μm) da Merck e software Xcalibur. 
 
Para a análise dos extractos por HPLC foi realizado um gradiente de eluição, com 
solução A (metanol) e solução B (água ácida: TFA-ácido trifluoroacético 0,05%). O gradiente 
de eluição consistiu em: inicialmente, 30% da solução A e 70% da solução B; aos 30 min, 
50% A e B; entre os 35 min e aos 45 min, 80% A e 20% B. O volume de injecção foi de 25 
μL de uma solução de extacto de 0,5 mg/mL, preparada a partir de uma “solução mãe” de 
10 mg/mL dos extractos aquosos de A. campestris e H. stoechas. 
 
11. Espectrometria de Massa (MS)  
 
Para a identificação dos compostos maioritários do extracto de H. stoechas utilizou-se um 
espectrómetro de massa ApexQe FTICR da Bruker Daltonics, equipado com uma fonte de 
ionização de electrospray e um magneto supercondutor. As amostras depois de separadas 
por HPLC-DAD e recolhidas manualmente foram introduzidas, através de uma bomba de 
infusão (KD Scientific) com fluxo de 120 µL/h no espectrómetro de massa. Para a calibração 
do espectrómetro de massa utilizou-se uma solução de polietilenoglicol de 2,8×10-6 mol/L 
em metanol HPLC (Panreac) e acidificada com 0,1% (V/V) de ácido fórmico. 
Todos os espectros de massa foram adquiridos no modo positivo, com um tamanho de 
aquisição de 512 K, na gama de razão massa/carga de 50-500. O fluxo de gás nebulizador 
foi ajustado para 2,5 L/min, o fluxo do gás de secagem foi ajustado para 4,0 L/min, a uma 
temperatura de 220 ºC. A voltagem do capilar foi ajustada para 5000 V, enquanto a 
voltagem do spray-shield foi ajustada para 4500 V.  
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12. Microscopia Electrónica de Varrimento (SEM) 
 
A morfologia das estruturas secretoras, tal como a sua distribuição nos diferentes órgãos, 
foi estudada por SEM. 
Folhas e flores de A. campestris e H. stoechas em diferentes estádios de 
desenvolvimento, foram fixadas em glutaraldeído a 2,5 % em tampão fosfato de sódio 0,1 M 
a pH 7,2, durante 72 horas a 4ºC. O material foi de seguida lavado no tampão da solução 
fixadora (3×20 min.) e desidratado numa série crescente de etanol (30, 50, 70, 80 e 90%, 15 
min. em cada uma das concentrações) e 1 h em etanol absoluto (3×20 min.). 
Posteriormente, transferiram-se os espécimes para uma solução de etanol/acetona (v/v) 
durante 1 h (3×20 min) e de seguida para acetona absoluta (3×20 min.) onde se mantiveram 
até serem secas pelo método do ponto crítico do CO2, num Critical Point Drier (BIO-RAD 
Microscience Division, Watford). As amostras secas foram então montadas em porta-
objectos e metalizadas com ouro num evaporizador Freeze Drier (POLARON E5300). As 
observações foram feitas num microscópio electrónico de varrimento JEOL JSM-T220, a 15 
e 20 KV, tendo as imagens sido registadas em película negativa a preto e branco KODAK 
Tmax 100 pro, com uma câmara fotográfica MAMIYA 6×7. 
 
13. Microscopia Óptica 
13.1. Anatomia 
 
A anatomia das estruturas secretoras foi estudada em secções de material fixado e 
incluído em historesina (Leica ®, Microsystems, Nussloch, Alemanha). A fixação do material 
foi idêntica à executada para SEM. Posteriormente, o material foi lavado no tampão da 
solução fixadora (3×20 min.) e desidratado numa série crescente de etanol (30, 50, 70, 80 e 
90%, 15 min. em cada uma das concentrações) e 1 hora em etanol absoluto (3×20 min.). 
Após a desidratação as amostras foram colocadas a 4ºC em diferentes misturas de pré-
filtração (etanol/mistura de infiltração1). 
 A inclusão das amostras em moldes de historesina foi realizada em mistura de infiltração 
à qual se adicionou o polimerizador Hardener Leica (sulfóxido de dimetilo) numa proporção 
de 15:1 (v/v). A polimerização ocorreu sobre a placa de aquecimento a 60ºC durante cerca 
de 3 dias. 
                                               
1 Nas proporções de 3:1, 1:1 e 1:3 (v/v). As amostras impregnadas durante 24 horas em cada uma destas 
misturas passaram depois para uma mistura de infiltração pura constituída por historesina básica (metacrilato de 
hidroxietilo) com activador (dibenzilperóxido) a 1%. 
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Secções de 3 µm de espessura foram obtidas num micrótomo rotativo Leica RM 2155 
(Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha) equipado com uma lâmina de tungsténio. As 
secções, colocadas em lâminas de vidro, foram posteriormente coradas com Ácido 
Periódico/Reagente de Schiff (PAS) para a detecção de amido e polissacáridos [64], Azul de 
Toluidina O para coloração geral [64]. Algumas lâminas foram submetidas a dupla coloração 
com PAS/Azul de Toluidina O. 
 
13.2. Histoquímica 
 
Secções transversais dos pecíolos das folhas de A. campestris e das lâminas de folhas 
de H. stoechas foram feitas à mão livre a partir de material fresco. As secções foram 
submetidas a vários testes histoquímicos, para detecção dos principais grupos químicos que 
constituem os secretados destas espécies. Assim, utilizou-se o Negro Sudão B e Vermelho 
Sudão IV [65] em luz visível e o Vermelho Neutro [66] em luz UV para detecção de lípidos 
totais; o Tetróxido de Ósmio [67] para a detecção de lípidos insaturados; Reagente de Nadi 
[68] para detecção de terpenóides; Cloreto de ferro III [69] e Dicromato de Potássio [70] para 
detecção de compostos fenólicos e Vermelho de Ruténio [69] para detecção de pectinas e 
mucilagens vegetais. Os flavonóides foram detectados por indução de fluorescência com 
Cloreto de Alumínio [71] e 2-Aminoetil-Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”) [72]. Para cada 
teste foi realizado o respectivo controlo de acordo com as recomendações dos autores. 
As observações foram efectuadas no microscópio óptico LEITZ-DIALUZ (Wetlar, 
Alemanha), equipado com uma lâmpada de tungstênio de 12 V e condensador de contraste 
interferencial de Normarski, e no microscópio de epifluorescência LEITZ-SM-LUX (Wetzlar, 
Alemanha) equipado com um bloco de filtros A (filtro de excitação BP 340-380 nm, espelho 
dicróico 450 e filtro de paragem LP-430) e um bloco de filtros I2 (filtro de excitação 450-490 
nm, espelho dicróico 450 e filtro de paragem LP-515). As imagens foram registadas em filme 
Fujichrome T64 e Provia 400 X, respectivamente.  
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1. Determinação de Actividades Biológicas em Extractos Aquosos de 
Artemisia campestris e Helichrysum stoechas 
 
Um dos objectivos deste trabalho consistiu na determinação da actividade inibitória da 
acetilcolinesterase, actividade antioxidante e actividade antimicrobiana de extractos aquosos 
de A. campestris e H. stoechas. Para isso, seguiu-se o procedimento experimental descrito 
no Capítulo III, nos items 4, 5 e 6.  
 
1.1. Actividade Inibitória da Acetilcolinesterase (AChE)  
 
Actualmente existem na literatura várias referências a produtos naturais de origem 
vegetal com elevado potencial inibitório da AChE (acetilcolinesterase) e, por isso, relevantes 
para o tratamento de doenças neurodegerativas como a doença de Alzheimer (AD) [46, 56, 
73-75] ou doenças do tracto gastrointestinal [2]. Sendo a AD a forma de demência mais 
comum e estando a AChE intimamente relacionada com os efeitos desta patologia, fomos 
investigar se os extractos aquosos (decocções) de A. campestris (caules/folhas e flores) e 
de H. stoechas (caules/folhas e flores) podem ser usados como inibidores desta enzima. 
Para tal, utilizaram-se concentrações crescentes de cada um dos extractos aquosos 
preparados e estudou-se o seu efeito inibitório sobre a actividade da enzima. Este ensaio 
teve como objectivo determinar o valor do IC50, que corresponde à concentração de extracto 
que inibe 50% da actividade enzimática.  
Na Figura 5 apresentam-se os gráficos referentes à percentagem de inibição da 
actividade enzimática para concentrações crescentes dos extractos aquosos de A. 
campestris e H. stoechas. Como se pode observar existe uma relação de proporcionalidade 
entre a concentração de extracto aquoso e a correspondente inibição da actividade da 
AChE: o aumento da concentração de extracto aquoso leva a um aumento da percentagem 
de inibição da AChE. Das decocções preparadas, o valor de IC50 obtido para caules/folhas e 
flores de A. campestris foi de 775,11 ± 10,60 µg/mL e 722, 27 ± 34,22 µg/mL, 
respectivamente. Para os extractos de H. stoechas o valor de IC50 obtido para caules/folhas 
foi de 654,79 ± 38,21 µg/mL e 260,69 ± 13,95 µg/mL para as flores. Verifica-se assim, que 
os melhores resultados de IC50 foram obtidos com os extractos aquosos das flores de H. 
stoechas, sendo os restantes valores semelhantes. No entanto, nos extractos de A. 
campestris observou-se que o menor valor de IC50 foi também obtido com o extracto das 
flores. 
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Figura 5 – Representação gráfica da inibição da actividade enzimática (%) a partir de concentrações crescentes 
de extractos aquosos (µg/mL) de A. campestris (A-caules/folhas e B-flores) e de H. stoechas (C-caules/folhas e 
D-flores). Ensaio realizado em triplicado para cada uma das concentrações. 
 
A maioria dos estudos realizados sobre a inibição da AChE por plantas foi efectuada 
recorrendo a extractos metanólicos ou etanólicos, sendo escassos os valores de IC50 
publicados para extractos aquosos de plantas. Mata et al. [76] ao estudarem várias plantas 
medicinais determinaram o IC50 dos extractos aquosos de Foeniculum vulgare (1490 ± 0,3 
µg/mL), Mentha spicata (721 ± 0,1 µg/mL), Mentha pulegium (1581 ± 53,6 µg/mL), 
Rosmarinus officinalis (769 ± 3,9 µg/mL) e Thymus serpyllum (348 ± 0,1 µg/mL). Nesse 
estudo os autores determinaram também o IC50 dos extractos etanólicos dessas plantas, 
tendo obtido os seguintes valores: F. vulgare (308 ± 0,1 µg/mL), M. pulegium (534 ± 0,1 
µg/mL), R. officinalis (219 ± 0,1 µg/mL) e T. serpyllum (252 ± 0,1 µg/mL). Os valores obtidos 
por estes autores para os extractos referidos (aquosos e etanólicos) são semelhantes e da 
mesma ordem de grandeza aos obtidos para os extractos aquosos de caules/folhas e flores 
de A. campestris e H. stoechas estudadas nesta tese. 
Fawole et al. [77] determinaram também o IC50 para diferentes extractos metanólicos, 
etanólicos, de éter de petróleo e de diclorometano de quatro espécies medicinais. Para os 
extractos metanólicos o IC50 obtido foi: Aloe ferox (84,0 ± 1,0 µg/mL), Colocasia antiquorum 
(7,9 ± 0,3 µg/mL), Grinum moorei (21,5 ± 8,4 µg/mL) e Pycnostachys reticulata (28,8 ± 0,3 
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µg/mL). Já para os extractos de éter de petróleo e de diclorometano, os valores de IC50 
obtidos foram respectivamente: Aloe ferox (37,7 ± 5,0 µg/mL; 62,6 ± 7,5 µg/mL), Colocasia 
antiquorum (6,4 ± 2,5 µg/mL; 168,1 ± 28,9 µg/mL) e Grinum moorei (18,9 ± 8,7 µg/mL; 2,9 ± 
0,5 µg/mL). O IC50 para extractos etanólicos foi apenas determinado em duas espécies 
Grinum moorei (22,5 ± 6,5 µg/mL) e Pycnostachys reticulata (8,8 ± 5,3 µg/mL). Comparando 
os resultados de Fawole et al. [77] com os obtidos no presente trabalho, verifica-se que os 
valores de IC50 obtidos para os extractos metanólicos, etanólicos, de éter de petróleo e de 
diclorometano são inferiores aos obtidos para os extractos aquosos de A. campestris e H. 
stoechas, o que significa que os compostos existentes nos extractos estudados por estes 
autores têm uma maior actividade inibitória da AChE que o das duas espécies aqui 
estudadas. A grande diferença entre os valores de IC50 obtidos por Fawole et al. [77] e os do 
presente trabalho, poderá estar relacionada com o facto de estes autores terem utilizado 
extractos metanólicos, etanólicos, de éter de petróleo e de diclorometano que permitiram 
extrair com maior eficiência os compostos, nomeadamente os que não são solúveis em 
água. 
 
Para se ter uma noção mais exacta da capacidade inibitória de cada um dos extractos 
aquosos estudados nesta tese, foi necessário comparar os valores de IC50 obtidos com o 
IC50 da galantamina, inibidor da AChE, recentemente aprovado para o tratamento 
sintomático da AD [78]. Obteve-se para a galantamina um IC50 de 0,7 µM constando na 
bibliografia [78] um valor semelhante de 0,8 µM, a que corresponde aproximadamente 0,230 
µg/mL. 
O valor de IC50 obtido para a galantamina é inferior aos obtidos para os extractos 
aquosos em estudo de caules/folhas e flores de A. campestris e H. stoechas, o que prova 
que é um melhor inibidor da AChE. No entanto, a galantamina comercializada é uma 
substância com elevado grau de pureza e os extractos aquosos em estudo resultam de uma 
mistura de compostos, onde alguns podem ter pouca ou nenhuma actividade. Assim, para 
se poder concluir acerca do poder de inibição da AChE, é necessário o isolamento dos 
compostos dos extractos de A. campestris e H. stoechas responsáveis por essa inibição e o 
seu estudo nas mesmas concentrações em que a galantamina é utilizada. 
 
1.2. Actividade Antioxidante  
 
Como foi referido no Capítulo II, os antioxidantes são compostos com grande importância 
na prevenção dos danos cerebrais causados pelos radicais livres ou espécies reactivas de 
oxigénio (ROS).  
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Um dos objectivos do estudo dos extractos aquosos de A. campestris (caules/folhas e 
flores) e de H. stoechas (caules/folhas e flores) foi a determinação da sua actividade 
antioxidante. Recorreu-se para isso ao método do radical livre DPPH, determinando-se a 
actividade antioxidante através do valor de EC50 (o valor para o qual se extingue 50% do 
mesmo radical). Para este fim, utilizaram-se diferentes concentrações de extracto para cada 
uma das espécies estudadas. 
Na Figura 6 estão representados os gráficos referentes à actividade antioxidante das 
decocções de A. campestris e H. stoechas. Verifica-se que para concentrações mais baixas 
a percentagem de extinção do radical livre DPPH é inferior aquela que é obtida para 
concentrações mais altas (Figura 6 A, B, C e D). No extracto caules/folhas de H. stoechas 
verifica-se que para concentrações mais elevadas, ocorre uma estabilização nos valores de 
DPPH (Figura 6 C), enquanto que nos extractos aquosos de A. campestris (caules/folhas e 
flores) se verifica um comportamento linear entre a percentagem de extinção do radical livre 
e a concentração de extracto (Figura 6 A, B).  
 
Figura 6 – Representação gráfica da extinção do radical DPPH (%) em função da concentração dos extractos 
aquosos de A. campestris (A-caules/folhas e B-flores) e de H. stoechas (C-caules/folhas e D-flores). Ensaio 
realizado em triplicado para cada uma das concentrações. 
 
Os valores de EC50 obtidos para os extractos aquosos de A. campestris caules/folhas e 
flores foram 10,04 ± 0,07 µg/mL e 8,68 ± 0,25 µg/mL, respectivamente. Para os extractos 
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aquosos de H. stoechas caules/folhas e flores os valores de EC50 obtidos foram 17,78 ± 0,24 
µg/mL e 10,96 ± 0,48 µg/mL, respectivamente. Os melhores valores de EC50 foram obtidos 
com os extractos aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas, onde a actividade 
inibitória da AChE foi também maior. 
Para se concluir a respeito da capacidade inibitória dos extractos em estudo é necessário 
comparar os valores de EC50 obtidos, com outros valores determinados para diferentes 
espécies do mesmo género ou de outros.  
Kim et al. [32] determinaram a actividade antioxidante de A. apiaceae a partir de várias 
fracções (n-hexano e n-butanol). O valor de EC50 obtido para a fracção de n-hexano foi de 
230,1 µg/mL, enquanto que para a fracção n-butanol foi 183,7 µg/mL. Estes valores são 
superiores aos obtidos para os extractos aquosos de A. campestris (caules/folhas e flores), 
o que indica que os extractos em estudo apresentam uma maior actividade antioxidante. 
Também em extractos aquosos de caules/folhas de A. campestris provenientes da Tunísia, 
Saoudi et al. [27] obtiveram para EC50 um valor de 3500 ± 3 µg/mL de inibição do radical 
livre DPPH, valor que é superior ao obtido para os extractos aquosos dos caules/folhas das 
plantas de A. campestris (estudadas nesta tese), que apresentam uma melhor actividade 
antioxidante.  
 
No que se refere à actividade antioxidante do género Helichrysum, Albayrak et al. [29] 
determinaram em extractos metanólicos o EC50 das partes aéreas de 16 espécies deste 
género (incluindo o H. stoechas), tendo obtido os seguintes valores: H. arenarium (37,52 
µg/mL), H. armenium (16,61 µg/mL), H. artvinense (21,23 µg/mL), H. chionophilum (53,10 
µg/mL), H. compactum (27,32 µg/mL), H. goulandriorum (23,92 µg/mL), H. graveolens 
(15,28 µg/mL), H. heywoodianum (22,23 µg/mL), H. kitianum (26,37 µg/mL), H. noeanum 
(18,46 µg/mL), H. orientale (29,53 µg/mL), H.pallasii (26,23 µg/mL), H.peshmenianum (35,55 
µg/mL), H.plicatum (23,48 µg/mL) e H. stoechas (7,95 µg/mL). Estes valores, são 
semelhantes e da mesma ordem de grandeza dos obtidos para os extractos aquosos em 
estudo – H. stoechas (caules/folhas e flores) – o que indica que possuem uma boa 
actividade antioxidante. No entanto, o valor de EC50 obtido por Albayrak et al. [29] para 
extractos metanólicos das partes aéreas de H. stoechas, foi inferior ao obtido no presente 
trabalho para os extractos aquosos dos caules/folhas e flores, provavelmente porque os 
extractos metanólicos permitiram extrair com maior eficiência os compostos desta espécie, 
nomeadamente os que não são solúveis em água. 
 
Através de uma pesquisa exaustiva foi possível reunir algumas referências bibliográficas 
onde se determinou o EC50 para extractos aquosos. Assim, Borneo et al. [79] determinaram 
o EC50 em 15 espécies da família Asteraceae tendo obtido os seguintes resultados: 
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Microliabum candidum (198,0 ± 3,5 µg/mL), Bidens andicola (223,4 ± 5,1 µg/mL), Baccharis 
stenophylla (269,3 ± 19,1 µg/mL), Gaillardia megapotamica (275,7 ± 15,9 µg/mL), 
Pterocaulon cordobense (301,1 ± 10,2 µg/mL), Flaveria haumanii (308,3 ± 2,2 µg/mL) 
Eupatorium buniifolium (351,2 ± 6,9 µg/mL), Chrysanthellum indicum (448,7 ± 2,1 µg/mL), 
Zexmenia buphtalmiflora (522,2 ± 37,1 µg/mL), Heterothalamus alienus (559,3 ± 39,1 
µg/mL), Thymophylla pentachaeta (596,1 ± 15,4 µg/mL), Trichocline reptans (605,8 ± 21,5 
µg/mL), Baccharis sessiliflora (662,3 ± 25,8 µg/mL), Grindelia pulchella (795,2 ± 11,3 µg/mL) 
e Thelesperma megapotamicum (2009,7 ± 84,2 µg/mL). Também Mata et al. [76] 
determinaram o EC50 para extractos aquosos de uma espécie de Apiaceae, Foeniculum 
vulgare (48,0 ± 0,1 µg/mL), e quatro espécies de Lamiaceae, Mentha spicata (5,7 ± 0,4 
µg/mL), Mentha pulegium (8,9 ± 0,2 µg/mL), Rosmarinus officinalis (37,3 ± 0,7 µg/mL) e 
Thymus serpyllum (31,6 ± 0,8 µg/mL). Comparando os valores de EC50 determinados por 
Borneo et al. [79] em diferentes espécies de Asteraceae e por Mata et al. [76] em espécies 
de Apiaceae e Lamiaceae, com as decocções de A. campestris e H. stoechas, verifica-se 
que estas possuem uma actividade antioxidante elevada. 
 
Para se ter uma noção mais exacta sobre a actividade oxidativa dos extractos em estudo 
comparou-se os valores de EC50 obtidos com o valor de EC50 do padrão BHT
1 (Butylated 
Hydroxytoluene). O valor de EC50 determinado para o padrão BHT pelos autores Mata et al. 
[76] foi de 12 ± 0,7 µg/mL. Comparando este valor com os EC50 obtidos para os extractos de 
A. campestris e H. stoechas, verifica-se que têm a mesma ordem de grandeza, o que indica 
que os extractos aquosos em estudo possuem, de um modo geral, uma actividade 
antioxidante superior ao do padrão em uso na indústria alimentar. 
 
1.3. Actividade Antibacteriana  
 
Um dos objectivos deste trabalho consistiu em verificar se os extractos aquosos das duas 
espécies em estudo possuíam propriedades antimicrobianas. Assim, investigou-se se os 
extractos em estudo inibiam o crescimento de Streptococcus mutans, estirpe responsável 
pelo aparecimento de cáries dentárias e pela produção e desenvolvimento da placa 
dentária. Numa primeira fase determinou-se a inibição do crescimento de S. mutans, 
seguindo o protocolo descrito no Capítulo III (6.1.) e por último determinou-se a inibição da 
formação do biofilme usando o protocolo descrito no Capítulo III (6.2.). 
 
 
                                               
1 Composto orgânico lipofílico utilizado actualmente como aditivo alimentar antioxidante. 
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1.3.1. Determinação da inibição do crescimento de Streptococcus mutans 
 
O ensaio da inibição de S. mutans tem como objectivo determinar o MIC50 (Minimum 
Inhibitory Concentration), que corresponde à concentração mínima de extracto para a qual 
há 50% de inibição de crescimento da bactéria.  
Na Figura 7 apresentam-se os gráficos que traduzem a percentagem de inibição de S. 
mutans em função da concentração de extracto (mg/mL). Em todos os gráficos foi possível 
verificar que quanto maior é a concentração de extracto adicionado, maior é a percentagem 
de inibição obtida. Os valores de MIC determinados para caules/folhas e flores de A. 
campestris foram 3,24 ± 0,07 mg/mL e 2,59 ± 0,31 mg/mL, respectivamente. Os extractos 
das flores mostraram ser mais eficazes no combate de S. mutans. Para os extractos dos 
caules/folhas de H. stoechas obteve-se um MIC de 0,30 ± 0,03 mg/mL, valor muito inferior 
aos referidos na bibliografia para extractos aquosos. Não foi possível determinar o MIC para 
as flores de H. stoechas por não se ter conseguido cultivar de novo a estirpe bacteriana. No 
entanto, tendo em conta que o extracto das flores de H. stoechas apresentou actividade 
anticolinesterase superior aos outros extractos estudados, será de esperar que também 
apresente o melhor valor de MIC.  
 
Figura 7 – Representação gráfica da inibição de S. mutans (%) a partir de concentrações crescentes de 
extractos (mg/mL) de A. campestris (A-caules/folhas e B-flores) e de H. stoechas (C-caules/folhas). Ensaio 
realizado em triplicado para cada uma das concentrações. 
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Há na literatura algumas referências a valores de MIC para extractos aquosos, 
metanólicos e alcoólicos de diferentes espécies vegetais. Figueiredo et al. [51] 
determinaram o MIC para extractos aquosos de duas Lamiaceae, Plectranthus barbatus e 
Plectranthus ecklonii, tendo obtido valores de 2,9 ± 0,1 mg/mL e 5,0 ± 0,0 mg/mL, 
respectivamente. Também Khadri et al. [80] determinaram o MIC para extractos aquosos de 
Cymbopogon shoenanthus (Poaceae) tendo obtido 32 ± 3 mg/mL. Por outro lado, Alviano et 
al. [81] determinaram o MIC para extractos aquosos de diferentes espécies tendo obtido os 
seguintes resultados: Cocos nucifera (4 mg/mL), Ziziphus joazeiro (16 mg/mL) e Caesalpinia 
pyramidalis (8 mg/mL). Para extractos metanólicos de Polygonum cuspidatum, Song et al. 
[82] obtiveram valores de MIC entre 1 e 2 mg/mL, e para extractos etanólicos de flores de 
Helichrysum italicum foi determinado um valor de MIC de 0,0625 mg/mL por Nostro et al. 
[53]. Ao comparar os valores de MIC obtidos pelos diversos autores com os determinados 
nesta tese verifica-se que A. campestris e H. stoechas apresentam uma elevada actividade 
inibitória de S. mutans. No entanto, verifica-se que os valores de MIC referidos na literatura 
para extractos metanólicos são ligeiramente inferiores aos obtidos para os extractos 
aquosos de A. campestris (caules/folhas e flores). Também o MIC de extractos etanólicos de 
H. italicum apresentou valores substancialmente inferiores aos dos extractos dos 
caules/folhas de H. stoechas. A razão para estas diferenças foi apresentada anteriormente 
para as duas actividades biológicas. 
 
1.3.2. Determinação da Inibição da Formação do Biofilme 
 
Outro objectivo consistiu em determinar a inibição do biofilme na superfície do vidro por 
acção dos extractos aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas. A medição da 
densidade óptica (OD) é o método mais utilizado para seguir o crescimento de culturas 
bacterianas. Assim, ao inocular culturas de S. mutans num meio pobre em sacarose é 
possível seguir o seu crescimento a 630 nm (OD630). Quando estas culturas crescem em 
meio rico em sacarose formam um biofilme, que adere à superfície de vidro das garrafas de 
cultura.  
Uma vez que o processo cariogénico é facilitado pela acidificação causada pelo 
metabolismo fermentativo de S. mutans, foram efectuadas medidas de pH do meio de 
cultura. Para seguir o crescimento bacteriano no biofilme formado, optou-se por remover o 
meio, ressuspender o biofilme em igual volume de água e medir a OD630 do biofilme 
ressuspendido, correspondendo assim ao crescimento das células sésseis. Na Figura 8 A e 
B estão representados os gráficos da inibição da formação do biofilme com os extractos das 
flores de A. campestris e H. stoechas. Analisando os gráficos é possível verificar que 
quando não há formação de biofilme, a cultura apresenta valores de pH mais altos, uma vez 
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que o meio de cultura inicial tem pH=7 e, que durante o crescimento das bactérias o pH 
desce até 4. Este valor de pH (pH=4) é considerado como sendo o valor sem extracto (0 
mg/mL) e pode ser assumido como o crescimento sem inibição. 
 
Figura 8 – Inibição da formação do biofilme de S. mutans pelos extractos das flores de A. campestris (A) e H. 
stoechas (B).  
 
Ao observar a Figura 8 A verifica-se que ocorreu um aumento do pH do meio de cultura 
quando a concentração é de 2 mg/mL de extracto, indicando uma diminuição do 
crescimento bacteriano. Por outro lado, entre os 4 e 6 mg/mL de extracto o pH permaneceu 
aproximadamente igual ao pH inicial (pH = 7). A OD630 do biofilme foi inferior a 0,2 com 6 
mg/mL do extracto das flores de A. campestris. Assim, com 6 mg/mL de A. campestris 
obteve-se uma inibição da formação do biofilme de 88%. 
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No caso do extracto das flores de H. stoechas (Figura 8 B), verificou-se que para a 
concentração de 0,5 mg/mL de extracto houve um aumento do pH do meio e uma 
diminuição da OD630 do biofilme, significando uma diminuição do crescimento de S. mutans. 
Para concentrações de 4 mg/mL de extracto houve uma diminuição da OD630 para 0,022 e 
um aumento de pH para valores próximos de 7, correspondendo a uma inibição da formação 
do biofilme de 97%. 
A formação do biofilme para duas espécies de Lamiaceae, Plectranthus barbatus e 
Plectranthus ecklonii foi estudada por Figueiredo et al. [51], que obtiveram para a inibição da 
formação do biofilme valores de 80%. Ao comparar este valor com os obtidos para os 
extractos aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas, verifica-se que estas duas 
espécies de Asteraceae possuem uma inibição superior, significando que têm um grande 
potencial para inibir a formação do biofilme de S. mutans. 
 
1.4. Resumo das Actividades Biológicas dos Extractos Aquosos de A. campestris e H. 
stoechas 
 
Na Tabela 3 apresenta-se um resumo das actividades biológicas determinadas neste 
trabalho: actividade inibitória da AChE, actividade antioxidante e actividade antibacteriana. 
 
Tabela 3 – Resumo das actividades biológicas determinadas para os extractos aquosos (decocções) de A. 
campestris e H. stoechas. 
 
Órgãos 
usados 
(decocções) 
Actividade 
anti-AChE 
(µg/mL) 
Actividade 
Antioxidante 
(µg/mL) 
Actividade Antibacteriana 
MIC 
(mg/mL) 
Biofilme 
(%) 
A. campestris 
Caules/folhas 775,11±10,60 10,04±0,07 3,24±0,07 --- 
Flores 722, 7±34,22 8,68±0,25 2,59±0,31 88 
H. stoechas 
Caules/folhas 654,79±38,21 17,78±0,24 0,30±0,03 --- 
Flores 260,69±13,95 10,96±0,48 --- 97 
 
É possível verificar que os extractos aquosos das flores de H. stoechas apresentam os 
melhores valores de inibição da AChE (260±13,95 µg/mL). Na actividade antioxidante os 
extractos aquosos das flores das duas espécies em estudo revelam um maior potencial 
antioxidante do que os extractos dos caules/folhas. No que respeita à actividade 
antibacteriana verifica-se que todos os extractos possuem uma boa capacidade para inibir o 
crescimento de S. mutans e a formação do biofilme, contudo os melhores valores foram 
obtidos com os extractos caules/folhas de H. stoechas.  
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2. Identificação dos Constituintes dos Extractos Aquosos de Artemisia 
campestris e Helichrysum stoechas por HPLC-DAD 
 
 Neste trabalho, pretendeu-se identificar os compostos maioritários presentes nos 
extractos aquosos de A. campestris e H. stoechas e investigar a sua actividade inibitória 
sobre a AChE. Para a identificação dos compostos utilizou-se o HPLC-DAD onde se injectou 
25 µL de soluções de 0,5 mg/mL de extractos aquosos de caules/folhas e flores de A. 
campestris e H. stoechas. 
 Na Figura 9 (A e B) estão representados os cromatogramas para os extractos das flores 
de A. campestris e H. stoechas. Os cromatogramas dos extractos dos caules/folhas de A. 
campestris e H. stoechas estão representados no Anexo 1A. 
 
Figura 9 – Cromatogramas dos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e H. stoechas (B).  
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Ao observar os cromatogramas (Figura 9 A e B) verifica-se que os extractos são 
bastantes complexos, sendo possível identificar para cada um deles sete picos maioritários. 
Os picos maioritários do extracto aquoso das flores de A. campestris apresentam tempos de 
retenção (Tr): 8,37 min, 21,76 min, 23,80 min, 28,34 min, 29,45 min, 31,37 min e 34,54 min. 
Por outro lado, os picos maioritários do extracto aquoso das flores de H. stoechas 
apresentam Tr: 6,79 min, 14,42 min, 18,21 min, 19,53 min, 20,75 min, 25,08 min e 39,15 
min.  
Os espectros de absorção UV-Visível para cada um dos picos maioritários dos extractos 
aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas encontram-se representados na Figura 
10 e Figura 11. Os espectros UV-Visível dos extractos aquosos dos caules/folhas de A. 
campestris e H. stoechas estão representados no Anexo 1B e 1C, respectivamente. 
De acordo com os espectros da Figura 10 é possível verificar que os picos 3 (C) e 5 (E) 
apresentam espectros de absorção muito semelhantes entre si, verificando-se o mesmo 
para os picos 6 (F) e 7 (G). Estas semelhanças entre alguns dos espectros apresentados 
poderão indicar a presença de um composto com a mesma composição química. Os picos 1 
(A), 2 (B) e 4 (D), por outro lado, apresentam espectros bastantes distintos. 
Para poder identificar os compostos presentes no extracto aquoso das flores de A. 
campestris injectou-se no HPLC-DAD, no mesmo sistema de eluição os seguintes padrões: 
ácido caféico, ácido clorogénico, ácido ferúlico, ácido rosmarínico e rutina, cujos espectros e 
respectivas estruturas químicas se encontram em anexo (Anexo 1D).  
Na Tabela 4 identifica-se a estrutura química semelhante a ácido caféico dos compostos 
que constituem o extracto aquoso das flores de A. campestris.  
 
Tabela 4 – Estrutura química semelhante a ácido caféico dos sete picos maioritários que constituem o 
extracto das flores de A. campestris. 
 
  Picos Estrutura Química semelhante a Ácido Caféico 
1 Sim 
2 Sim 
3 Sim 
4 --- 
5 Sim 
6 --- 
7 --- 
 
Os picos 1, 2, 3 e 5 foram identificados como compostos derivados do ácido caféico, uma 
vez que apresentam o espectro típico destes compostos (Anexo 1D). Quanto aos picos 4, 6 
e 7 não foi possível determinar a sua estrutura química pelos padrões injectados, no entanto 
parecem ter um espectro semelhante a flavonóides, parecidos com o espectro da rutina. 
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Figura 10 – Espectros de absorção UV-Vis obtidos para os picos: A) pico 1 (Tr= 8,37min), B) pico 2 (Tr= 21,76 
min), C) pico 3 (Tr= 23,80 min), D) pico 4 (Tr= 28,34 min), E) pico5 (Tr= 29,45 min), F) pico 6 (Tr= 31,37 min) e 
G) pico 7 (Tr= 34,54 min) do extracto aquoso das flores de A. campestris. 
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Figura 11 – Espectros de absorção UV-Vis obtidos para os picos: A) pico 1 (Tr= 6,89 min), B) pico 2 (Tr= 14,42 
min), C) pico 3 (Tr= 18,21 min), D) pico 4 (Tr= 19,53 min), E) pico 5 (Tr= 20,75 min), F) pico 6 (Tr= 25,08 min) e 
G) pico 7 (Tr= 39,15 min) do extracto aquoso das flores de H. stoechas. 
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Ao observar a Figura 11 verifica-se que os picos 1 (A), 3 (C), 5 (E) e 6 (F) apresentam 
espectros de absorção UV-Vis muito semelhantes, o que poderá indicar a presença de um 
composto com a mesma composição química. Já os picos 2 (B), 4 (D) e 7 (G) apresentam 
espectros diferentes. A identificação do composto do segundo pico maioritário (Tr= 14,42 
min) do extracto aquoso das flores de H. stoechas só foi conseguida através da 
espectrometria de massa (MS), que será apresentada e discutida mais à frente. 
Para poder identificar a natureza dos restantes compostos que constituem o extracto 
aquoso de H. stoechas, injectou-se no HPLC-DAD os padrões referidos anteriormente.  
 
Na Tabela 5 identifica-se a estrutura química semelhante a ácido caféico dos compostos 
que constituem o extracto aquoso das flores de H. stoechas.  
 
Tabela 5 – Estrutura química semelhante a ácido caféico dos sete picos maioritários que constituem o 
extracto das flores de H. stoechas. 
 
Picos Estrutura Química Semelhante a Ácido Caféico 
1 Sim 
2 --- 
3 Sim 
4 Sim 
5 Sim 
6 Ácido rosmarínico 
7 --- 
 
Os espectros dos picos 1, 3, 4 e 5 sugerem a presença de derivados do ácido caféico. O 
pico 6 foi identificado como sendo ácido rosmarínico pois apresenta um espectro UV-Visível 
igual ao espectro do padrão (Anexo 1D), que por sua vez tem o mesmo tempo de retenção 
que o apresentado por este pico. A identificação do pico 7 não foi possível porque o seu 
espectro UV-Visível não apresenta nenhuma semelhança com os espectros dos padrões 
injectados. O pico 2, como referido anteriormente foi identificado por espectrometria de 
massa (MS). 
 
 Os extractos aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas são muito semelhantes 
no que respeita à composição química, ou seja, os chás destas espécies apresentam como 
componentes maioritários compostos derivados do ácido caféico. 
 
Uma vez que o extracto aquoso das flores de H. stoechas apresentou o melhor valor de 
actividade inibitória da acetilcolinesterase, pretendeu-se verificar se alguns dos compostos 
presentes neste extracto contribuíam de forma mais significativa para a inibição dessa 
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enzima. Para isso, isolaram-se os diferentes picos, através de corridas de HPLC-DAD, em 
que se injectaram 25 µL de uma solução de 10 mg/mL de H. stoechas (flores), até se ter 
reunido o volume necessário. No total, foram feitas 24 recolhas para cada um dos picos 
maioritários.  
A actividade inibitória da AChE obtida para os seis picos maioritários do extracto aquoso 
das flores de H. stoechas, a partir de uma solução de 100 µg/mL, está sumarizada na tabela 
Tabela 6. 
 
Tabela 6 – Actividade inibitória da AChE obtida para os seis picos maioritários presentes no extracto aquoso 
das flores de H. stoechas, a partir de uma solução de 100 µg/mL. 
Pico Inibição da AChE (%) 
1 16,26 ± 5,10 
2 11,83 ± 2,59 
3 -- 
4 5,12 ± 1,04 
5 4,56 ± 1,28 
6 14,23 ±0,81 
7 19,06 ± 1,01 
 
De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, é possível verificar que a 
inibição da AChE é superior nos picos 1, 2, 6 e 7. Quanto ao pico 3, não foi possível 
determinar a sua actividade inibitória da AChE por se tratar de um pico com uma intensidade 
reduzida.  
Analisando os resultados obtidos é possível concluir que o extracto aquoso das flores de 
H. stoechas não possui um composto maioritário responsável pela actividade biológica 
estudada, mas que esta se deve à acção conjunta dos diversos picos que promovem o valor 
de IC50 obtido para este extracto, 260,69 ± 13,95 µg/mL. 
Dos sete picos maioritários que constituem o extracto das flores de H. stoechas apenas o 
pico 2 foi identificado por espectrometria de massa, uma vez que este composto não tinha 
um espectro que indicasse a presença do resíduo caféico. Para a identificação deste pico 
isolou-se o composto através do HPLC-DAD identificando-se a sua razão massa/carga 
(m/z). Na Figura 12 está representado o espectro de massa (MS2) para o segundo pico 
maioritário.  
 
Através da análise do espectro de massa em modo positivo é possível observar um ião 
com m/z 319,04, a que corresponde à perda de glucose a partir da molécula protonada. Ao 
composto com tempo de retenção 14,42 min foi-lhe atribuído a fórmula molecular 
[C21H20O13+H]
+, tendo uma razão massa/carga (m/z) experimental de 481,09838 e m/z 
teórica de 481,09767, com erro associado de -1,5 ppm (Tabela 7).  
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Figura 12 – Espectro MS
2
 do composto com Tr= 14,42 min. 
 
Tabela 7 – Erros para a atribuição dos iões no espectro MS2 da molécula protonada. 
 Composição m/z exp m/z calc Erro/ppm 
[M+H]+ [C21H20O13+H]
+ 481,09838 481,09767 -1,5 
[M+H-Gluc]+ [C15H10O8+H]
+ 319,04453 319,04484 1.0 
 
O espectro de massa indica também que o composto deverá estar associado a uma 
molécula de glucose pois a perda de massa 162 é normalmente atribuída a esta molécula. 
Sendo assim, o pico resultante da fragmentação (m/z 319,04) corresponde à miricetina, pelo 
que o composto com tempo de retenção 14,42 min deverá ser a miricetina glicosilada. 
(Figura 13). 
 
Figura 13 – Estrutura química da miricetina glicosilada. 
Na Figura 14 encontra-se o possível esquema de fragmentação para a obtenção do pico 
com m/z 319, que surge no espectro de massa (Figura 12). 
Resultados e Discussão 
43 
 
Figura 14 – Esquema de fragmentação do composto miricetina glicosilada. 
 
De facto, por espectrometria de massa confirmou-se que o composto não poderia ter o 
espectro de UV característico do ácido caféico, pois trata-se de um flavonóide glicosilado. 
 
A identificação por espectrometria de massa dos compostos maioritários do extracto 
aquoso das flores de A. campestris não foi possível. No entanto, recorrendo à bibliografia, 
reuniu-se informação sobre os compostos que poderão constituir o extracto aquoso das 
flores de A. campestris. Martins et al. [83] isolaram das partes aéreas de A. campestris três 
compostos fenólicos com o objectivo de investigar a sua actividade antibacteriana. Os 
compostos isolados foram duas flavanonas e um derivado da acetofenona. Por outro lado, 
Vasconcelos et al. [35] isolaram das partes aéreas de A. campestris, seis flavanonas 
(naringenina, sakuranetina, isosakuranetina, éter-7-metil-eriodictiol, eter-7-4´-dimetil-
eriodictiol e éter-7-3´-dimetil eriodictiol), duas cromonas (5-hidroxi-7-metoxicromona e 5,7-
dimetoxicromona) e uma cumarina (escopoletina). Também, Rauter et al. [84] identificaram 
em A. campestris cinco flavonóides e um derivado de acetofenona. 
 
Para o extracto aquoso das flores de H. stoechas, identificou-se apenas um dos sete 
picos maioritários por MS. Por isso, recorreu-se também à bibliografia, para poder ter uma 
ideia sobre os compostos que poderão constituir este extracto. Albayrak et al. [29] 
identificaram nas partes aéreas de H. stoechas compostos fenólicos, tais como os ácidos 
clorogénico, caféico, ferúlico, p-cumárico, siríngico, a naringenina, quercetina e glucósidos 
de apigenina, entre outros. Carini et al. [85] estudaram os compostos fenólicos das flores de 
H. stoechas e identificaram doze constituintes, incluindo três isómeros do ácido 
cafeoilquínico (ácido neoclorogénico, ácido clorogénico e ácido criptoclorogénico), dois 
isómeros dicafeoil-quinicos, dois glucósidos de naringenina, quercetina, canferol, dois 
glucósidos de apigenina e um glucósido de tetrahidrochalcona. 
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3. Metabolismo in vitro dos Extractos Aquosos de Artemisia campestris 
e Helichrysum stoechas 
 
Para verificar se os compostos presentes nos extractos aquosos se degradavam ao 
longo do tracto gastrointestinal fizeram-se ensaios in vitro com o suco gástrico e pancreático 
artificiais, com células Caco-2 e com β-glucuronidase de E. coli. Para estes estudos 
escolheram-se os extractos das flores das duas espécies, uma vez que apresentaram os 
melhores valores de IC50 e de EC50. Seguiu-se o procedimento experimental descrito no 
Capítulo III, 7.1. (suco gástrico), 7.2. (suco pancreático), 8. (células Caco-2) e 9. (β-
glucuronidase de E. coli). Nestes ensaios, com excepção do ensaio da β-glucuronidase, 
determinaram-se a actividade inibitória da AChE e a actividade antioxidante. 
 
3.1. Digestão dos Extractos Aquosos pelo Suco Gástrico Artificial 
 
Os extractos aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas resultantes da digestão 
com o suco gástrico artificial foram analisados pela técnica de HPLC-DAD. Na Figura 15 (A 
e B) apresentam-se os cromatogramas resultantes deste ensaio. Ao analisar os 
cromatogramas das 0 h e 4 h de cada uma das espécies verifica-se que os extractos não 
sofreram degradação significativa na presença do suco gástrico artificial. Portanto, os 
extractos das flores de A. campestris e H. stoechas são bastantes estáveis na presença 
deste suco digestivo, não havendo degradação significativa dos picos maioritários. Uma vez 
que o suco digestivo utilizado contém ácido clorídrico e pepsina, ficou demonstrado que nos 
extractos estudados não existem compostos capazes de sofrerem quer hidrólise química 
ácida, quer hidrólise enzimática.  
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Figura 15 – Cromatogramas relativos à digestão dos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e de H. 
stoechas (B) pelo suco gástrico artificial. A tracejado representa-se o cromatograma das 0 h e a linha contínua 
encontra-se o das 4 h de digestão. 
 
Com este ensaio pretendeu-se também investigar se os extractos em estudo, na 
presença do suco gástrico artificial, alteravam alguma das suas actividades biológicas 
(actividade inibitória da AChE e actividade antioxidante). Para a determinação destas 
actividades utilizaram-se concentrações de amostras próximas dos valores obtidos para o 
IC50 e EC50. Assim, para determinar a actividade inibitória da AChE utilizaram-se amostras 
com concentrações de 800 µg/mL e de 300 µg/mL para A. campestris e H. stoechas, 
respectivamente. Para determinar a actividade antioxidante utilizaram-se amostras com 
concentrações de 10 µg/mL e de 15 µg/mL para A. campestris e H. stoechas, 
respectivamente. 
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 Os resultados obtidos para a actividade inibitória da AChE e para a actividade 
antioxidante estão representados na Figura 16 e na Figura 17, respectivamente. 
Da análise da Figura 16 (A e B) é possível concluir que os extractos aquosos das flores 
de A. campestris e H. stoechas mantêm a actividade inibitória da AChE durante as 4 h de 
digestão com o suco gástrico.  
 
Figura 16 – Inibição da AChE pelos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e de H. stoechas (B) 
durante a digestão com suco gástrico artificial. Ensaio realizado em triplicado para cada hora. 
 
Após análise estatística verificou-se que as diferenças observadas não são significativas 
para um nível de confiança de 95%. Os resultados obtidos para a actividade inibitória da 
AChE dos extractos aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas são os esperados, 
uma vez que os cromatogramas na Figura 15 se mantiveram praticamente inalterados ao 
longo da digestão com o suco gástrico artificial.  
Relativamente à actividade antioxidante, verifica-se na Figura 17 (A e B) que a 
percentagem de extinção do radical DPPH se mantém aproximadamente constante ao longo 
das 4 h de digestão com suco gástrico artificial.  
 
Figura 17 – Actividade antioxidante dos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e de H. stoechas (B) 
durante a digestão com suco gástrico artificial. Ensaio realizado em triplicado para cada hora. 
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A análise estatística demonstrou que para o extracto aquoso de A. campestris existem 
diferenças significativas para um nível de confiança de 95 %. Para o extracto aquoso de H. 
stoechas as diferenças observadas não são significativas para o mesmo nível de confiança. 
 Os resultados para a actividade antioxidante das duas espécies em estudo são os 
esperados uma vez que os perfis cromatográficos obtidos para as 0 e 4 horas (Figura 15 A e 
B) permaneceram praticamente inalterados durante a digestão com o suco gástrico artificial. 
 
3.2. Digestão dos Extractos Aquosos pelo Suco Pancreático Artificial 
 
Estudou-se o metabolismo dos extractos aquosos das flores de A. campestris e H. 
stoechas com o suco pancreático artificial (Figura 18 A e B), constituído por pancreatina 
(lipase, protease e amilase) a pH 8. Os resultados da digestão foram monitorizados pela 
técnica de HPLC-DAD. 
Ao analisar o cromatograma da Figura 18 A, é possível concluir que não há degradação 
de nenhum pico maioritário. O perfil cromatográfico ao fim de 4 h de digestão mantém-se 
inalterado relativamente ao tempo inicial da experiência. O aumento registado na altura dos 
picos ao fim da digestão (4 h) é idêntico para todos os compostos e denota um aumento de 
concentração da amostra ao longo do tempo em que o ensaio decorreu. Fez-se uma 
correcção à área destes picos, no cromatograma das 4 h, utilizando como referência o 
primeiro pico (pico P) que não deverá sofrer alteração pois corresponde a componentes do 
próprio meio de digestão com enzima (ver Anexo 2A). Após esta correcção verifica-se que 
as alturas dos picos ficam semelhantes às obtidas no inicio da experiência (0 h). 
Na digestão das 0 e 4 horas do extracto aquoso das flores de H. stoechas (Figura 18 B) 
com suco pancreático artificial observa-se uma diminuição dos picos 4 e 5 e um aumento de 
intensidade do pico 7. Fazendo a mesma correcção às áreas dos picos no cromatograma 
das 4 h (descrito no parágrafo anterior), verifica-se uma diminuição dos picos 4 e 5 e um 
aumento do pico 7, que poderão estar relacionados. A diminuição destes dois picos poderá 
ter ocorrido devido ao pH do meio ou devido à enzima. Relativamente ao pH do meio, este 
pode facilitar a hidrólise química em meio básico dos compostos do extracto, conforme 
mostra a figura no Anexo 2B. Por outro lado, a degradação enzimática poderá conduzir a 
uma metabolização destes compostos levando à sua diminuição, como se pode verificar no 
cromatograma da Figura 18 B. 
Na Figura 18 A e B é possível observar o aparecimento de um novo pico, o pico 8 que 
não aparece no extracto original (Figura 9 A e B). O aparecimento deste pico durante a 
digestão com suco pancreático artificial poderá ser devido à pancreatina ou às condições do 
próprio meio sem enzima. Com o intuito de perceber o que está na origem do aparecimento 
deste pico, prepararam-se duas soluções, uma com concentração de 0,5 mg/mL de suco 
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pancreático com pancreatina, mas sem extracto e outra com concentração de 0,5 mg/mL de 
suco pancreático sem pancreatina, mas com extracto de H. stoechas. Estas duas soluções 
foram posteriormente injectadas no HPLC-DAD no mesmo sistema de eluição. Os 
cromatogramas obtidos encontram-se representados no Anexo 2A e 2B.  
 
Figura 18 – Cromatogramas relativos à digestão dos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e de H. 
stoechas (B) com suco pancreático artificial. A tracejado representa-se o cromatograma das 0h e a linha 
encontra-se o das 4h de digestão. 
 
É possível comprovar que o aparecimento do pico 8 para o extracto de A. campestris é 
devido ao suco pancreático com pancreatina (Figura 18 A), pois o mesmo pico aparece 
(com o mesmo tempo de retenção) no cromatograma para o suco pancreático com 
pancreatina mas sem extracto (Anexo 2A).  
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No caso do extracto de H. stoechas o aparecimento do pico 8 é devido à enzima 
pancreatina, uma vez que ao analisar o cromatograma do suco pancreático sem pancreatina 
mas com extracto (Anexo 2B) este pico está ausente. Ou seja, o aparecimento deste pico 
não é devido ao pH do meio, mas à enzima pancreatina (Figura 18 B). O aparecimento do 
pico 8 poderá ser justificado pela degradação/metabolização dos picos 4 e 5 devido à acção 
desta enzima. 
 
Determinou-se também a actividade inibitória da AChE e a actividade antioxidante com o 
objectivo de verificar se o suco pancreático artificial interferia com o extracto no sentido de 
diminuir as suas actividades biológicas. Para determinar a actividade da AChE utilizaram-se 
soluções com concentrações de 800 µg/mL e 300 µg/mL dos extractos de A. campestris e 
H. stoechas, respectivamente. Para a actividade antioxidante utilizaram-se amostras de 
concentrações de 10 µg/mL e 15 µg/mL dos extractos de A. campestris e H. stoechas, 
respectivamente. 
 
Na Figura 19 apresentam-se os gráficos que traduzem a variação da actividade inibitória 
da AChE pelos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e de H. stoechas (B) 
durante a digestão com suco pancreático. 
 
Figura 19 – Inibição da AChE pelos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e de H. stoechas (B) 
durante a digestão com suco pancreático artificial. Ensaio realizado em triplicado para cada hora. 
 
Ao analisar o gráfico da Figura 19 A verifica-se, que entre as 0 e as 4 horas, o extracto 
aquoso de A. campestris, durante a digestão com o suco pancreático artificial, não perdeu 
actividade inibitória da AChE. Este resultado está de acordo com a análise do cromatograma 
da Figura 18 A e com a análise estatística, que permitiu concluir que não existem diferenças 
significativas entre os valores da actividade inibitória da AChE obtidos para as diferentes 
horas de ensaio para um nível de confiança de 95%. 
O extracto aquoso de H. stoechas (Figura 19 B) mostra uma diminuição da actividade 
inibitória da AChE entre as 0 e 4 horas de digestão, ou seja, a percentagem de inibição da 
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AChE é reduzida para 70% ao fim de 4 h de digestão com o suco pancreático, existe 
portanto uma perda do poder inibitório do extracto sobre a AChE. Este resultado pode estar 
de acordo com a diminuição dos compostos correspondentes aos picos 4 e 5 (Figura 18 B). 
Através da análise estatística verificou-se que as diferenças observadas não são 
significativas para um nível de confiança de 95%. 
Com este ensaio pretendeu-se também investigar se os extractos em estudo alteravam a 
sua actividade anti-oxidativa ao longo da digestão com suco pancreático artificial. Nos 
gráficos da Figura 20 (A e B) está representada a actividade antioxidante dos extractos 
aquosos de A. campestris e H. stoechas com o suco pancreático artificial. Como se pode 
observar na Figura 20 A, a actividade antioxidante do extracto aquoso de A. campestris 
permanece praticamente constante (100%) durante as 0 h e 4 h de digestão, o que está 
mais uma vez de acordo com a não ocorrência de alterações na composição química do 
extracto durante a digestão. Para o H. stoechas (Figura 20 B) observa-se uma diminuição de 
aproximadamente 35% do poder antioxidante do extracto após a digestão pancreática.  
Após uma análise estatística verificou-se que as diferenças observadas não são 
significativas para um nível de confiança de 95%.  
 
Figura 20 – Actividade antioxidante dos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e de H. stoechas (B) 
durante a digestão com suco pancreático artificial. Ensaio realizado em triplicado para cada hora. 
 
Os valores constantes apresentados na extinção do radical DPPH podem estar 
relacionados com a forte estabilidade do extracto de A. campestris na presença do suco 
pancreático artificial. 
A diminuição da actividade antioxidante verificada para o extracto de H. stoechas pode 
estar relacionada principalmente com a degradação dos compostos dos picos 4 e 5 (Figura 
18 B). Ao comparar os perfis cromatográficos entre as 0 e 4 horas (Figura 18 B) observa-se 
um decréscimo da intensidade destes picos, que poderá dever-se à sua 
degradação/metabolização durante a digestão, conduzindo desse modo a uma diminuição 
da actividade antioxidante. 
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3.3. Digestão dos Extractos Aquosos por Células Caco-2 
 
Era ainda objectivo deste trabalho verificar se os extractos das flores de A. campestris e 
H. stoechas sofriam qualquer tipo de alteração na presença de células Caco-2, isto é se 
seriam transformados exteriormente pelas células. Pretendia-se também investigar se as 
eventuais alterações do extracto seriam acompanhadas por alterações da actividade 
inibitória da AChE e da actividade antioxidante. 
 Na Figura 21 A e B apresentam-se os cromatogramas de digestão dos extractos das 
flores de A. campestris e H. stoechas por células Caco-2. 
 
Figura 21 – Cromatogramas relativos à digestão dos extractos aquosos das flores de A. campestris (A) e de H. 
stoechas (B) por células Caco-2. A tracejado apresenta-se o cromatograma das 0h e a linha contínua o das 4h 
de digestão. 
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Como se pode verificar por análise do cromatograma efectuado no inicio do ensaio e ao 
fim de 4 h, não se verifica alteração do perfil cromatográfico para o extracto de A. campestris 
(Figura 21 A). No entanto, observa-se diminuição de todos os picos maioritários ao fim de 4 
h em presença das células Caco-2. Esta diminuição pode estar relacionada com o facto dos 
compostos aderirem à membrana do filtro ou terem passado para o poço inferior, uma vez 
que as células não atingiram a confluência máxima. 
Para o extracto de H. stoechas (Figura 21 B) é possível observar pelos cromatogramas 
das 0 e 4 horas que não há degradação, nem diminuição dos picos maioritários. Esta 
situação faz prever a não existência de alterações nas actividades biológicas, o que foi 
comprovado a posteriori. Ao comparar os perfis cromatográficos para os valores iniciais (0 h) 
desta experiência com os cromatogramas obtidos para os extractos aquosos das flores de 
A. campestris e H. stoechas (Figura 9 A e B), verificam-se algumas diferenças que se 
devem unicamente à utilização de outra coluna de cromatografia. 
Pretendeu-se também verificar se o extracto das flores de H. stoechas sofria perda das 
suas actividades biológicas (actividade da AChE e actividade antioxidante) na presença das 
células Caco-2. Para este fim, utilizaram-se concentrações de amostras idênticas ao valor 
obtido para o IC50 (261 µg/mL) e EC50 (10 µg/ml) dos extractos das flores de H. stoechas. Na 
Figura 22, A e B apresentam-se os gráficos referentes à actividade inibitória da AChE e à 
actividade antioxidante do extracto das flores de H. stoechas ao longo das 4 horas de 
ensaio. É possível concluir que, não há perda quer da actividade inibitória da AChE quer da 
actividade antioxidante.  
 
Figura 22 – Inibição da AChE (A) e actividade antioxidante do extracto das flores de H. stoechas durante a 
digestão com as células Caco-2. Ensaio realizado em triplicado para cada hora. 
 
Através da análise estatística verificou-se que as diferenças observadas entre os valores 
da inibição da AChE e a actividade antioxidante não são significativas para um nível de 
confiança de 95%. Estes resultados estão de acordo com as observações efectuadas nos 
cromatogramas analisados anteriormente em que também não se verificaram alterações 
estruturais na composição do extracto. 
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3.4. Digestão do Extracto de Helichrysum stoechas por β-glucuronidase de E. coli 
 
Neste último ensaio, pretendeu-se verificar se o extracto aquoso das flores de H. 
stoechas (que apresentou maior actividade inibitória da AChE) sofre ou não degradação na 
presença da β-glucuronidase, enzima que existe no intestino, onde é segregado pela 
bactéria E. coli [86].  
Na Figura 23 estão representados os cromatogramas obtidos para o extracto aquoso das 
flores de H. stoechas antes da acção da β-glucuronidase (Figura 23 A) e depois da digestão 
com β-glucuronidase (Figura 23 B).  
 
Figura 23 – Cromatogramas da desglucuronidação do extracto aquoso das flores de H. stoechas. A) 
Cromatograma obtido para o extracto aquoso antes da digestão com β-glucuronidase e B) Cromatograma obtido 
para o extracto depois da acção da β-glucuronidase. 
 
Resultados e Discussão 
54 
Pelos cromatogramas, é possível observar que o extracto aquoso de H. stoechas não 
sofre degradação na presença da β-glucuronidase, ou seja, os compostos presentes neste 
extracto não sofrem reacções de desglucuronidação. Não tendo sido detectadas alterações 
nos cromatogramas, não foi necessário determinar a actividade inibitória da AChE e a 
actividade antioxidante uma vez que os seus valores devem ser semelhantes aos 
determinados inicialmente. 
 
3.5.  Análise Integrada dos Resultados da Digestão dos Extractos Aquosos de A. 
campestris e H. stoechas pelos Sucos Gástrico e Pancreático Artificiais, Células 
Caco-2 e β-glucuronidase 
 
Na Tabela 8 apresenta-se um resumo das alterações observadas para as actividades 
biológicas em estudo, ao longo das quatro horas de digestão pelos sucos digestivos 
artificiais. Os resultados indicam que o extracto aquoso de A. campestris não sofre 
alterações de composição in vitro, durante a digestão pelo tracto gastro-intestinal (suco 
gástrico e pancreático). Estes resultados estão de acordo com a actividade inibitória da 
enzima AChE e actividade antioxidante, que se mantiveram semelhantes durante todo o 
processo. Estes resultados são muito importantes, pois mostram que os chás dos órgãos 
aéreos de A. campestris mantêm as suas propriedades intactas durante a digestão, 
aumentando assim a probabilidade dos seus componentes serem absorvidos e entrarem na 
corrente sanguínea. 
 
Tabela 8 – Percentagem de inibição da enzima AChE e extinção do radical DPPH durante as 4 h de digestão 
pelos sucos digestivos artificiais.  
 
  Suco Gástrico Suco Pancreático 
  A. campestris H. stoechas A. campestris H. stoechas 
Tempo 
(horas) 
AChE DPPH AChE DPPH AChE DPPH AChE DPPH 
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) 
0 100±7,3 100±0,0 100±0,0 100±0,0 100±0,0 100±0,0 100±0,0 100±0,0  
1 106,0±13,2 75,0±18,7 82,9±18,5 85,7±1,3 91,0±4,2 108,7±10,0 96,0±16,7 78,1±15,8  
2 101,4±8,1 75,8±20,5 92,8±8,8 96,9±10,4 105,0±7,8 104,2±6,8 82,0±12,8 74,2±2,6 
3 112,4±2,0 80,9±15,6 93,5±16,1 102,7±12,1 101,0±6,8  109,3±19,1 86,0±6,6 77,9±2,9  
4 111,1 ±2,0 94,3±5,5 87,7±14,4 106,8±2,4 103,0±5,5 103,8±5,2 68,0±2,6   63,0±4,0 
 
O extracto aquoso das flores de H. stoechas também não sofreu alteração de 
composição por acção do suco gástrico. No entanto, durante a digestão com o suco 
pancreático foi possível observar algumas modificações na sua composição química, 
havendo degradação de dois picos. Esta alteração teve reflexos nas suas actividades 
biológicas, levando a uma ligeira diminuição da actividade inibitória da AChE e da actividade 
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antioxidante. Num estudo semelhante em que se usou um extracto aquoso de Plectranthus 
barbatus [87] verificou-se também que o extracto, na presença do suco gástrico artificial não 
sofria diminuição das suas actividades biológicas. No entanto, na presença de suco 
pancreático artificial, esse extracto apresentava uma redução de 50 % da capacidade 
inibitória inicial da AChE. 
No ensaio com as células Caco-2, verificou-se que o perfil cromatográfico dos extractos 
aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas não sofreu alterações. As actividades 
biológicas do extracto de H. stoechas mantiveram-se constantes. No caso de A. campestris 
a determinação destas actividades biológicas não foi possível, mas tudo indica que as suas 
actividades biológicas não tenham sido alteradas ao longo do ensaio com as células Caco-2, 
uma vez que nas experiências anteriores (suco gástrico e suco pancreático artificiais) as 
actividades biológicas se mantiveram constantes. 
Com a β-glucuronidase verificou-se que o extracto aquoso das flores de H. stoechas não 
sofreu reacções de desglucuronidação, o que permite concluir que este extracto não possui 
compostos glucurónidos. Parece lógico supor que o extracto aquoso das flores de A. 
campestris não contenha também esses compostos. 
 
4. Morfologia e Distribuição das Estruturas Secretoras de A. campestris 
e H. stoechas  
 
As duas espécies da família Asteraceae (Compositae), estudadas nesta tese (A. 
campestris e H. stoechas), apresentam nos órgãos aéreos tricomas glandulares bisseriados. 
As plantas jovens de A. campestris são densamente vilosas passando por fim a 
glabrescentes (Est. I, Figuras 1 e 2). Os caules são castanho-avermelhados (Est. I, Figura 4) 
e as folhas, quando jovens, têm cerca de 5 a 9 mm de comprimento e estão cobertas por um 
secretado viscoso (Est. I, Figuras 2 e 3), que lhes confere uma fragrância discreta em dias 
quentes de Verão. A secreção é incolor ou levemente amarelada, insolúvel em água e 
solúvel em solventes orgânicos como o álcool e a acetona. As folhas e caules de A. 
campestris possuem dois tipos de tricomas: tricomas de cobertura, multicelulares 
unisseriados e em forma de “T” (Est. II, Figura 5, pontas de seta), e tricomas glandulares, 
multicelulares e bisseriados (Est. II, Figuras 3 a 5, setas). Os tricomas glandulares 
encontram-se distribuídos por toda a planta, com excepção dos cotilédones e pétalas. Nos 
botões florais encontram-se na superfície abaxial das sépalas e nas folhas jovens, 
predominam na superfície adaxial, especialmente na zona de ligação do pecíolo ao caule 
(Est. II, Figura 7). Os tricomas glandulares, quando completamente diferenciados, são 
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estruturas multicelulares bisseriadas (Est. II, Figuras 3 a 5) que nos órgãos completamente 
expandidos estão aprofundados na epiderme (Est. II, Figura 4). 
No ápice da folha, observam-se numerosas estruturas semelhantes a estomas que 
devem corresponder aos poros aquíferos de um hidátodo (Est. II, Figuras 1 e 2), contudo 
não se observou gutação nem o tecido característico, o epitema. 
No pecíolo das folhas de A. campestris observam-se canais secretores, que estão 
distribuídos no parênquima cortical na proximidade dos feixes. Em secção transversal os 
canais secretores apresentam contorno circular a oval (Est. II, Figura 6). Estes canais são 
constituídos por duas camadas de células estreitas e alongadas longitudinalmente - a 
camada de células epiteliais que delimita o lúmen do canal e a bainha que separa esta 
estrutura do parênquima envolvente. O lúmen do canal, em regra está preenchido pela 
secreção. 
 
H. stoechas é conhecida pelas suas flores amarelas muito atraentes (Est. VI, Figuras 1 a 
5). Os órgãos aéreos de H. stoechas estão cobertos por um indumento muito denso-lanoso, 
em que estão presentes tricomas não glandulares e glandulares. Os tricomas não 
glandulares, longos, simples, unisseriados e multicelulares são muito abundantes e cobrem 
por completo a epiderme dos órgãos (Est. VI, Figuras 4, 6 e 7; Est. VII, Figuras 1 e 2). 
As folhas com cerca de 8 mm a 25 mm de comprimento são lineares de margens 
revolutas e cor acinzentada devido ao indumento (Est. VI, Figuras 6 e 7). Os tricomas 
glandulares bisseriados encontram-se distribuídos por toda a planta, com excepção dos 
cotilédones e pétalas. Nas folhas predominam na página abaxial, onde estão confinados em 
criptas foliares (Est. VII, Figuras 1 e 2). Nos botões florais são frequentes no ápice das 
pétalas, na superfície abaxial (Est. VIII, Figuras 2 e 3) e na parede externa do ovário (Est. 
VIII, Figura 1).  
Na página abaxial da folha co-existem tricomas bisseriados jovens com tricomas maturos 
que se distinguem pelas suas dimensões e presença de espaços sub-cuticulares (Est. VII, 
Figuras 3 a 6). 
 
Os tricomas glandulares bisseriados são estruturas comuns e características das 
Asteraceae. A morfologia externa dos tricomas glandulares bisseriados de A. campestris e 
H. stoechas é similar aos descritos para os tricomas das inflorescências de Chrysanthemun 
morifolium [88] e de Santolina leucantha [89] e para os tricomas das folhas de Inula viscosa 
[16] e Stevia rebaudiana [90].  
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5. Caracterização Anatómica das Estruturas Secretoras de A. 
campestris e H. stoechas 
 
A caracterização anatómica das estruturas secretoras das duas espécies em estudo (A. 
campestris e H. stoechas) foi realizada em secções histológicas de folhas e flores em 
diferentes estádios de desenvolvimento.  
No pecíolo da folha de A. campestris, observa-se um parênquima clorofilino em paliçada 
com duas a três camadas de células (Est. III, Figura 1). Na página adaxial do pecíolo da 
folha foi possível observar os tricomas glandulares bisseriados multicelulares, constituídos 
por dez células: duas células basais que se encontram aprofundadas na epiderme; duas 
células pediculares e três pares de células glandulares que formam a cabeça glandular do 
tricoma (Est. III, Figuras 2 a 5). As células que constituem a cabeça glandular do tricoma, 
são de maiores dimensões que as células do pedículo, apresentam citoplasma denso, 
cloroplastos abundantes no segundo e terceiro par de células e núcleos volumosos com um 
ou mais nucléolos. Nas células apicais não há cloroplastos mas é frequente a presença de 
drusas de oxalato de cálcio (Dr) (Est. III, Figura 5). As células basais apresentam de um 
modo geral vacúolos de grandes dimensões (Est. III, Figuras 2 a 5). 
As paredes externas das células que formam os tricomas glandulares são muito mais 
finas que as paredes das células epidérmicas (Est. III, Figuras 2 a 5). O secretado acumula-
se num pequeno espaço sub-cuticular, que se forma por distensão e separação da cutícula 
do resto da parede celular (Est. III, Figura 2). 
Os tricomas glandulares bisseriados de A. campestris desenvolvem-se numa fase 
precoce de desenvolvimento dos órgãos, por isso, à medida que a folha expande o número 
de tricomas por área de superfície diminui.  
Em secções longitudinais do pecíolo da folha de A. campestris foi possível observar 
vários canais secretores, distribuídos no parênquima cortical, na proximidade dos feixes 
vasculares. O lúmen está rodeado por duas camadas concêntricas de células achatadas, as 
células epiteliais e as células da bainha (Est. III, Figura 1). O lúmen do canal secretor está 
normalmente obturado pelo secretado. Devido ao protocolo de preparação do material para 
microscopia óptica o secretado do lúmen dos canais foi praticamente extraído (Est. III. 
Figura 1).  
 
Na folha de H. stoechas, observa-se um parênquima clorofilino em paliçada constituído 
por duas a três camadas de células cilíndricas muito alongadas. As células deste 
parênquima apresentam entre si espaços intercelulares por vezes grandes, embora de 
menores dimensões dos que ocorrem no parênquima lacunoso (Est. IX, Figuras 1 e 3). 
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Na superfície abaxial da folha observa-se um grande número de tricomas glandulares 
bisseriados. Estes tricomas, quando completamente diferenciados, são constituídos por 10 a 
14 células, apresentando um pedículo de comprimento variável e uma cabeça multicelular 
formada por três a quatro pares de células secretoras (Est. IX, Figuras 1 e 4). As células 
secretoras são de maiores dimensões que as restantes células, apresentando um 
citoplasma denso e núcleos bastante volumosos. O material secretado acumula-se num 
espaço sub-cuticular muito grande que se forma por distensão e separação da cutícula do 
resto da parede celular (Est. IX, Figura 4).  
Os tricomas glandulares de H. stoechas formam-se também numa fase precoce do 
desenvolvimento dos órgãos, pelo que, a densidade dos tricomas diminui à medida que o 
órgão vai maturando. Os Tricomas glandulares jovens são formados por cerca de 6 a 9 
células (Est. IX, Figuras 2 a 5).  
 
Nas folhas e pecíolos de A. campestris observou-se tricomas glandulares bisseriados e 
canais secretores. Estes tricomas são estruturas bisseriadas com dez células. Tricomas 
glandulares bisseriados com idêntica distribuição e com características morfo-anatómicas 
semelhantes foram descritas na superfície das folhas de A. nova [91, 92] e Stevia 
rebaudiana [90].  
Os canais observados em A. campestris apresentam uma grande variedade de 
dimensões tanto no que refere ao diâmetro como ao comprimento. A morfologia destes 
canais secretores é semelhante aos descritos para outras espécies da família Asteraceae, 
como em Santolina ligustica [93] e Matricaria chamomilla [94]. 
 
Em H. stoechas os tricomas glandulares bisseriados completamente diferenciados são 
formados por 12 células. Estes tricomas glandulares são morfo-anatomicamente idênticos 
aos descritos para H. aureonitens [95] e H. italicum [96].  
 
6. Caracterização Histoquímica dos Secretados de A. campestris e H. 
stoechas 
6.1. Em Luz Visível 
 
Em secções de material fresco dos pecíolos das folhas de A. campestris foi possível 
observar que os tricomas coram de azul-escuro a negro com o Negro de Sudão B (Est. IV, 
Figura 2), de vermelho com o Vermelho de Sudão IV (Est. IV, Figuras 4 e 5) e de negro com 
o Tetróxido de Ósmio (Est. IV, Figura 6).  
Resultados e Discussão 
59 
Os canais secretores de A. campestris tratados com Negro de Sudão B, Vermelho de 
Sudão IV e Tetróxido de Ósmio apresentam, respectivamente uma coloração azul-escuro a 
negro, vermelho e negro nas células epiteliais, nas células da bainha e ainda no secretado 
contido no lúmen do canal (Est. IV, Figuras 1, 3 e 7). O secretado contido no lúmen do 
canal, cora de vermelho intenso (seta) e as células epiteliais coram de violeta a púrpura o 
Reagente de Nadi (Est. IV, Figura 8). 
 
Em A. campestris as colorações obtidas com o Negro Sudão B, Vermelho de Sudão IV e 
Tetróxido de Ósmio evidenciam a presença de compostos lipofílicos com alto grau de 
insaturação em todas as células do tricoma glandular e canais secretores de A. campestris. 
Os resultados obtidos com o Negro de Sudão B são semelhantes aos obtidos para os 
tricomas glandulares de Stevia Rebaudinana [90]. O Reagente de Nadi cora de vermelho 
intenso o secretado contido no lúmen do canal, sugerindo a presença de ácidos resínicos. A 
intensa coloração vermelha obtida no secretado do lúmen dos canais de A. campestris está 
de acordo com os resultados publicados para os canais secretores de Santolina leucantha 
[89] e Santolina ligustica [93]. 
 
Em secções de material fresco das folhas de H. stoechas é possível observar os tricomas 
glandulares bisseriados com uma grande quantidade de secretado que se encontra 
acumulado no espaço sub-cuticular (Est. X, Figura 3; Est. XI, Figura 8). Com o Vermelho de 
Sudão IV o secretado contido no espaço sub-cuticular corou ligeiramente de vermelho (Est. 
X, Figura 1). Com o Vermelho de Ruténio, não se notou qualquer coloração quer no 
secretado contido no espaço sub-cuticular quer nas células secretoras que formam a cabeça 
glandular do tricoma (resultados não apresentados). No entanto, este reagente corou 
algumas paredes celulares de rosa (Est. X, Figura 2). Os vacúolos das células dos tricomas 
jovens de H. stoechas coram de laranja com o Dicromato de Potássio (Est. X, Figuras 4 e 5). 
Com o Tetróxido de Ósmio as células que constituem os tricomas glandulares jovens e 
adultos (incluindo o secretado) coram intensamente de negro (Est. X, Figuras 6 a 8). As 
células apicais dos tricomas jovens de H. stoechas apresentam gotículas coradas de violeta 
a púrpura quando as secreções são tratadas com o Reagente de Nadi (Est. XI, Figuras 1 e 
2). O secretado e todas as células que formam o tricoma glandular bisseriado coram de azul 
na presença deste reagente (Est. XI, Figuras 3 e 4). 
Com o Vermelho de Sudão IV, verificou-se que cutícula da parede externa da epiderme 
corou de laranja-avermelhado (Est. XI, Figura 5). As células apicais dos tricomas jovens 
apresentam glóbulos de cor laranja-avermelhado quando tratados com este reagente (Est. 
XI, Figura 6), assim como o secretado retido na cutícula fragmentada (Est. XI, Figura 7). O 
Resultados e Discussão 
60 
Cloreto de Ferro III corou intensamente de negro todas as células dos tricomas glandulares 
(resultados não apresentados). 
As colorações obtidas na parede celular de H. stoechas com o Vermelho de Ruténio 
sugerem a presença de hidratos de carbono, ou seja de pectinas e mucilagens. O Dicromato 
de Potássio e o Cloreto de Ferro III evidenciam a presença de compostos de natureza 
fenólica. A coloração negra verificada com Tetróxido de Ósmio revela a presença de 
compostos lipofilicos. O secretado azul observado no tricoma glandular adulto e os glóbulos 
de cor violeta a púrpura observados nos tricomas após coloração com Reagente de Nadi 
sugerem a presença de uma oleorresina, mistura de óleos essenciais com ácidos resínicos. 
As colorações obtidas com o Vermelho de Sudão IV, embora muito ténues, evidenciam a 
presença de compostos lipofilicos.  
 
6.2. Em Luz Ultravioleta e na Banda do Azul 
 
Em secções de material fresco, as células apicais dos tricomas glandulares de A. 
campestris exibem autofluorescência azul e amarelo esverdeado quando submetidos a luz 
UV e luz Azul (Est. V, Figuras 2 e 3) o que indica a presença de compostos fenólicos. As 
restantes células da cabeça glandular emitem autofluorescência rosada muito pálida, em luz 
ultravioleta e alaranjada em luz azul (Est. V, Figuras 2 e 3) o que está de acordo com a 
presença de cloroplastos. Como se sabe a clorofila autofluoresce de vermelho quer no UV 
quer na luz azul. Com a aplicação de 2-Aminoetil-Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”) as 
células apicais emitem uma intensa fluorescência secundária amarela em luz azul (Est. V, 
Figura 4) e uma fluorescência azul esbranquiçada em UV (Est. V, Figura 5). As restantes 
células da cabeça glandular exibem uma fluorescência avermelhada quer na banda do azul 
quer no UV. A emissão de fluorescência secundária provocada pelo 2-Aminoetil-
Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”) evidencia a presença de flavonóides. 
 Nos canais secretores de A. campestris, as células dos canais e o secretado contido no 
lúmem exibem uma intensa autofluorescência amarela na banda do azul (Est. V, Figura 1). 
 
Em H. stoechas o secretado contido no espaço sub-cuticular emite autofluorescência 
amarela e azul quando submetido a luz azul e UV, respectivamente (Est. XII, Figuras 1 a 3 e 
4). 
O secretado contido no espaço sub-cuticular do tricoma emite intensa fluorescência 
secundária amarela em luz UV, quando tratado com o Vermelho Neutro (Est. XII, Figuras 5 e 
6). Com o Cloreto de Alumínio as células apicais emitem uma intensa fluorescência 
secundária amarelo-esverdeada, em luz UV (Est. XII. Figura 7).  
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A aplicação do reagente 2-Aminoetil-Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”), em solução 
aquosa ou etanólica, induziu no secretado das células apicais uma intensa fluorescência 
amarelo-esverdeada (Est. XII, Figuras 8 e 9).  
A fluorescência secundária amarela observada no secretado contido no espaço sub-
cuticular quando tratado com o Vermelho Neutro indica a presença de compostos lipofilicos, 
mas a intensa fluorescência induzida quer pelo Cloreto de Alumínio quer pelo 2-Aminoetil-
Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”) evidencia a presença de flavonóides. 
Resumindo, os testes histoquímicos para caracterização dos secretados revelaram nas 
duas espécies a presença de uma oleorresina rica em compostos fenólicos, provavelmente 
agliconas flavonólicas. 
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ESTAMPA I 
FOTOGRAFIAS MACROSCÓPICAS DE EXEMPLARES DE Artemisia campestris 
 
Figura 1 – Ramo floral. 
 
Figura 2 – Pormenor de um ramo vegetativo. As folhas jovens estão cobertas por um secretado 
viscoso. 
 
Figura 3 – Botão floral numa fase inicial do desenvolvimento. 
 
Figura 4 – Ramo vegetativo mostrando os caules castanho-avermelhados de A. campestris. 
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ESTAMPA II 
DISTRIBUIÇÃO E MORFOLOGIA DOS TRICOMAS E DOS CANAIS SECRETORES DE  
Artemisia campestris 
 
Microfotografias de material fixado e seco pelo método do ponto crítico, observado em microscopia 
de varrimento.  
 
Figura 1 – Pormenor de um ápice de uma folha jovem mostrando os poros aquíferos do hidátodo 
(ponta de seta). 
 
Figura 2 – Detalhe dos poros aquíferos. 
 
Figura 3 – Tricomas glandulares bisseriados numa folha jovem. Note-se a cabeça glandular do 
tricoma constituído por seis células 
 
Figura 4 – Folha adulta mostrando tricomas glandulares bisseriados ligeiramente aprofundados em 
depressões da epiderme. 
 
Figura 5 – Pormenor de uma folha jovem mostrando os dois tipos de tricomas, tricomas 
glandulares (setas) e tricomas não glandulares de cobertura (ponta de seta). 
 
Figura 6 – Secção transversal do pecíolo de uma folha jovem. No parênquima observam-se os 
canais secretores na proximidade dos feixes vasculares (pontas de seta). 
 
Figura 7 – Pormenor de uma folha jovem mostrando os numerosos tricomas glandulares, que 
cobrem quase por completo a superfície adaxial da folha. 
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ESTAMPA III 
ANATOMIA DOS TRICOMAS E CANAIS SECRETORES DE Artemisia campestris 
 
Microfotografias de secções de material fixado e incluído em historesina. Coloração com Ácido 
Periódico /Reagente de Schiff (PAS) e Azul de Toluidina O. 
 
Figura 1 – Pormenor dos canais secretores numa secção longitudinal da folha. O lúmen dos 
canais secretores (setas) está delimitado pelas células epiteliais (Ce) que nos canais maturos estão 
achatadas. Envolvendo o canal está presente uma bainha (Ba). 
 
Figura 2 – Tricoma glandular bisseriado em fase activa de secreção. A cutícula (Cu), destacada 
das paredes subjacentes, delimita um espaço (espaço sub-cuticular) onde o secretado se acumula. 
 
Figura 3 – Aspecto de um tricoma secretor em fase inicial do desenvolvimento (ponta de seta) e 
um tricoma completamente diferenciado constituído por dez células: um par de células basais (CB) 
aprofundadas na epiderme, um par de células pediculares (CP) e três pares de células formando a 
cabeça glandular do tricoma (CG). As células basais apresentam grandes vacúolos. 
 
Figura 4 – Tricoma em fase activa de secreção. No topo das células glandulares são bem visíveis 
as gotículas de secreção (setas). 
 
Figura 5 – Tricoma na fase final de diferenciação, antes de entrar em fase secretora. A cutícula 
(Cu) encontra-se ainda aderente à parede. Nas células apicais são bem visíveis as drusas de oxalato 
de cálcio (Dr). As primeiras e terceiras células glandulares apresentam grande número de plastos 
(pontas de setas). 
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ESTAMPA IV 
CARACTERIZAÇÃO HISTOQUÍMICA DO SECRETADO DOS TRICOMAS E CANAIS 
SECRETORES DE Artemisia campestris 
 
Aspectos microscópicos de secções longitudinais de tricomas (Figuras 2, 4, 5 e 6) e secções 
transversais (Figuras 1 e 8) e longitudinais (Figuras 3 e 7) de canais secretores.  
 
Figura 1 – Secção transversal de um pecíolo. Observam-se vários canais secretores (setas) 
distribuídos no parênquima. As células epiteliais do canal coram intensamente de negro (ponta de 
seta). (Coloração: Negro Sudão B).  
 
Figura 2 – Observa-se uma coloração azul escura em todas as células do tricoma. (Coloração: 
Negro Sudão B). 
 
Figura 3 – As células do canal (seta) e o secretado contido no lúmen (pontas de seta) coram 
intensamente de vermelho. (Coloração: Vermelho de Sudão IV).  
 
Figuras 4 e 5 – Os tricomas glandulares e o secretado coram de vermelho. (Coloração: Vermelho 
de Sudão IV). 
 
Figura 6 – O secretado e todas as células do tricoma coram de negro (Coloração: Tetróxido de 
Ósmio). 
 
Figura 7 – O secretado contido no lúmen do canal e as células epiteliais coram de negro. 
(Coloração: Tetróxido de Ósmio). 
 
Figura 8 – O secretado contido no lúmen cora intensamente de vermelho (seta) e as células do 
canal coram de violeta a púrpura (ponta de seta). (Coloração: Reagente de Nadi). 
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ESTAMPA V 
CARACTERIZAÇÃO HISTOQUÍMICA DO SECRETADO DOS TRICOMAS E CANAIS 
SECRETORES DE Artemisia campestris 
 
Microfotografias de material fresco observado em luz ultravioleta e em luz azul. 
 
Figuras 1 a 3 – Autofluorescência. 
 
Figura 1 – Secção transversal de canais observados em luz azul. As células epiteliais e o 
secretado contido no lúmen do canal emitem autofluorescência amarela. 
 
Figura 2 – Tricomas glandulares observados em luz azul. Observa-se autofluorescência amarelo-
esverdeada nas células apicais dos tricomas e amarela nas restantes células da cabeça glandular. 
 
Figura 3 – Tricomas glandulares observados em luz ultravioleta. Observa-se autofluorescência 
azul nas células apicais dos tricomas. Nas restantes células da cabeça glandular observam-se 
entidades lenticulares de fluorescência vermelha, os cloroplastos. 
 
Figuras 4 a 5 – Fluorescência induzida após aplicação de 2-Aminoetil-Difenilborinato (“Naturstoff 
reagent A”). 
 
Figura 4 – Tricomas glandulares observados em luz azul. Nas células apicais dos tricomas, 
observa-se uma intensa fluorescência secundária amarela induzida pela acção do 2-Aminoetil-
Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”). A fluorescência avermelhada nas restantes células da cabeça 
glandular deve-se à presença de numerosos cloroplastos que essas células possuem 
 
Figura 5 – Tricomas glandulares observados em luz ultravioleta. A acção de 2-Aminoetil-
Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”) induz uma fluorescência secundária azul esbranquiçada nas 
células apicais dos tricomas. Nas restantes células da cabeça glandular a fluorescência é vermelha 
devido à presença dos cloroplastos. 
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ESTAMPA VI 
FOTOGRAFIAS MACROSCÓPICAS DE EXEMPLARES DE Helichrysum stoechas  
 
Figura 1 – Aspecto geral de um exemplar de Helichrysum stoechas no seu habitat. 
 
Figura 2 – Pormenores de um ramo floral. 
 
Figuras 3 e 4 – Botões florais em diferentes estádios de desenvolvimento. 
 
Figura 5 – Detalhe da flor. 
 
Figuras 6 e 7 – Folhas de Helichrysum stoechas. O espesso indumento denso-lanoso é bem 
evidente na primeira folha da Figura 7. Na segunda folha, da mesma figura, o indumento foi 
arrancando com fita adesiva. 
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ESTAMPA VII 
DISTRIBUIÇÃO E MORFOLOGIA DOS TRICOMAS DE Helichrysum stoechas 
 
Microfotografias de material fixado e seco pelo método do ponto crítico, observado em microscopia 
de varrimento.  
 
Figuras 1 e 2 – Folhas jovens. Observam-se os tricomas não glandulares (setas) a cobrir por 
completo a superfície das folhas. Os tricomas glandulares (ponta de seta) estão confinados a criptas 
na superfície abaxial da folha. Dispersos entre eles ocorrem também numerosos tricomas não 
glandulares. 
 
Figuras 3 e 4 – Pormenores de tricomas glandulares bisseriados em fase pré-secretora. Na Figura 
4 observam-se também numerosos estomas. 
 
Figuras 5 e 6 – Tricomas glandulares bisseriados completamente diferenciados e em fase de 
secreção activa. 
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ESTAMPA VIII 
DISTRIBUIÇÃO E MORFOLOGIA DOS TRICOMAS DE Helichrysum stoechas 
 
Microfotografias de material fixado e seco pelo método do ponto crítico, observado em microscopia 
de varrimento.  
 
Figura 1 – Nas paredes externas do ovário são abundantes os tricomas glandulares bisseriados. 
 
Figura 2 – Pormenor de um Botão floral jovem mostrando no ápice das pétalas, na superfície 
abaxial, abundantes tricomas glandulares bisseriados. 
 
Figura 3 – Pormenor de um Botão floral aberto. Os tricomas glandulares bisseriados das pétalas 
apresentam já sinais evidentes de degenerescência. 
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ESTAMPA IX 
ANATOMIA DOS TRICOMAS GLANDULARES DE Helichrysum. stoechas 
 
Microfotografias de secções de material fixado e incluído em historesina coradas com Ácido 
Periódico /Reagente de Schiff (PAS) e Azul de Toluidina O. 
 
Figura 1 – Tricoma glandular bisseriado apresentando um pedículo constituído por três pares de 
células. São bem visíveis os dois pares de células secretoras que formam a cabeça glandular do 
tricoma 
 
Figuras 2, 3 e 5 – Tricomas glandulares bisseriados jovens em diferentes fases de 
desenvolvimento. 
 
Figura 4 – Tricoma glandular bisseriado. Observa-se bem o espaço sub-cuticular delimitado pela 
cutícula (Cu) que se destacou da parede subjacente. As células secretoras de dimensão superior às 
células do pedículo apresentam citoplasma denso e núcleos volumosos. 
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ESTAMPA X 
CARACTERIZAÇÃO HISTOQUIMICA DO SECRETADO DOS TRICOMAS 
GLANDULARES DE Helichrysum stoechas 
 
Aspectos microscópicos de secções longitudinais de tricomas em material fresco. 
 
Figura 1 – Tricomas glandulares bisseriados nas criptas das folhas corados ligeiramente de 
vermelho. (Coloração: Vermelho de Sudão IV).  
 
Figura 2 – Epiderme mostrando a espessa e cutinizada parede tangencial externa. As restantes 
paredes das células epidérmicas estão coradas de rosa. (Coloração: Vermelho de Ruténio). 
 
Figura 3 – Tricoma glandular bisseriado, que não foi submetido a nenhum reagente. Observa-se 
nitidamente o volumoso espaço sub-cuticular (asterisco) onde o secretado se acumula. 
 
Figura 4 – Tricoma bisseriado jovem com material vacuolar corado de laranja. (Coloração: 
Dicromato de Potássio). 
 
Figura 5 – Tricoma bisseriado com sinais evidentes de desorganização celular. O material dentro 
do vacúolo apresenta coloração laranja. (Coloração: Dicromato de Potássio). 
 
Figuras 6 a 8 – O secretado contido nas células e o eliminado para o exterior corou de negro. 
(Coloração: Tetróxido de Ósmio) 
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ESTAMPA XI 
CARACTERIZAÇÃO HISTOQUIMICA DO SECRETADO DOS TRICOMAS 
GLANDULARES DE Helichrysum stoechas 
 
Aspectos microscópicos de secções longitudinais de tricomas em material fresco. 
 
Figuras 1 e 2 – Tricomas glandulares bisseriados jovens. As células apicais apresentam glóbulos 
corados de violeta a púrpura. (Coloração: Reagente de Nadi). 
 
Figura 3 – Tricoma glandular bisseriado. Observa-se que após a ruptura da cutícula o secretado 
contido no espaço sub-cuticular escorreu pelo tricoma e corou de azul. (Coloração: Reagente de 
Nadi). 
 
Figura 4 – Tricoma glandular bisseriado adulto e jovem. A cutícula, o secretado e o pedículo do 
tricoma glandular maturo cora de azul. O tricoma glandular jovem cora também de azul, 
principalmente nas células que formam o pedículo. (Coloração: Reagente de Nadi). 
 
Figura 5 – Epiderme da folha mostrando a espessa parede externa que está parcialmente 
cutinizada (coloração muito intensa laranja-avermelhado). (Coloração: Vermelho de Sudão IV). 
 
Figura 6 – Tricoma glandular bisseriado jovem. Nas células apicais são bem visíveis numerosos 
glóbulos de secretado corados de laranja-avermelhado. (Coloração: Vermelho de Sudão IV). 
 
Figura 7 – Tricoma glandular bisseriado sem cutícula nas células apicais. O secretado que ficou 
retido junto à parede corou de laranja-avermelhado. (Coloração: Vermelho de Sudão IV). 
 
Figura 8 – Tricoma glandular bisseriado mostrando o volumoso espaço sub-cuticular onde o 
secretado se acumula. (Coloração: Vermelho de Sudão IV). 
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ESTAMPA XII 
CARACTERIZAÇÃO HISTOQUIMICA DO SECRETADO DOS TRICOMAS 
GLANDULARES DE Helichrysum stoechas 
 
Microfotografias de material fresco observado em luz ultravioleta e em luz azul. 
 
Figuras 1 a 4 – Autofluorescência. 
 
Figuras 1 a 3 – Tricomas glandulares observados em luz azul. Observa-se uma autofluorescência 
amarelo-esverdeado no secretado contido no espaço sub-cuticular. 
 
Figura 4 – Tricomas glandulares observados em luz ultravioleta. Observa-se autofluorescência 
azul-escuro no secretado contido no espaço sub-cuticular e autofluorescência azul-claro nas cutículas 
das paredes das células. 
 
Figuras 5 a 9 – Fluorescência induzida pelo Vermelho Neutro (Figuras 5 e 6), pelo Cloreto de 
Alumínio (Figura 7) e pelo 2-Aminoetil-Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”) (Figuras 8 e 9). 
 
Figuras 5 e 6 – Tricomas glandulares observados em luz ultravioleta. A acção do Vermelho Neutro 
induz uma fluorescência secundária amarela no secretado contido no espaço sub-cuticular e nas 
células. 
 
Figura 7 – Tricomas glandulares observados em luz ultravioleta. As células apicais dos tricomas 
glandulares emitem uma intensa fluorescência secundária amarelo-esverdeada quando tratadas com 
o Cloreto de Alumínio.  
 
Figuras 8 e 9 – Tricomas glandulares jovens observados em luz ultravioleta. O 2-Aminoetil-
Difenilborinato (“Naturstoff reagent A”) induz uma fluorescência secundária amarelo-esverdeada nas 
células apicais dos tricomas. 
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1. CONCLUSÕES 
 
 Os extractos aquosos das flores de A. campestris e H. stoechas apresentaram sempre 
valores mais elevados para a actividade inibitória da acetilcolinesterase e para a 
actividade antioxidante. 
 
 Os valores de IC50 (concentração de extracto correspondente a 50% de inibição da 
actividade da AChE) obtidos para os extractos aquosos dos caules/folhas e flores de A. 
campestris foram de 775,11 ± 10,60 µg/mL e 722, 27 ± 34,22 µg/mL, respectivamente. 
 
 Para os extractos aquosos dos caules/folhas e flores de H. stoechas os valores de IC50 
obtidos foram 654,79 ± 38,21 µg/mL e 260,69 ± 13,95 µg/mL, respectivamente.  
 
 Os valores de EC50 (concentração de extracto aquoso responsável por 50% de extinção 
do radical DPPH) determinados para A. campestris foram de 10,04 ± 0,07 µg/mL para 
caules/folhas e de 8,68 ± 0,25 µg/mL para flores. Para os extractos aquosos dos 
caules/folhas e flores de H. stoechas os valores obtidos foram de 17,78 ± 0,24 µg/mL e 
de 10,96 ± 0,48 µg/mL, respectivamente. A grande maioria dos extractos aquosos 
estudados apresentou uma actividade antioxidante superior à obtida com antioxidantes 
comerciais, como por exemplo o BHT (Butylated Hydroxytoluene). 
 
 Na microflora dentária concluiu-se que os extractos são capazes de inibir o crescimento 
da estirpe bacteriana Streptococcus mutans. Dos extractos estudados de A. campestris 
verificou-se que o das flores inibe mais eficazmente o crescimento de S. mutans. No 
entanto, o extracto aquoso dos caules/folhas de H. stoechas revelou ser mais eficaz do 
que o extracto das flores de A. campestris, apresentando melhores valores de MIC que 
os dos extractos de outras espécies referidos na bibliografia. 
 
 Dos sete picos maioritários identificados nos extractos aquosos das flores de A. 
campestris e H. stoechas quatro possuem estrutura de ácido caféico. O segundo pico 
maioritário do extracto das flores de H. stoechas foi identificado por espectrometria de 
massa como sendo mirecitina glicosilada. 
 
 Nos estudos do metabolismo gastro-intestinal concluiu-se que o extracto aquoso das 
flores de A. campestris não sofre qualquer alteração de composição na presença dos 
sucos gástrico e pancreático artificiais, mantendo as suas actividades biológicas 
características (actividade inibitória da AChE e actividade antioxidante). A composição 
do extracto das flores de H. stoechas também não sofreu alteração durante a digestão 
com suco gástrico artificial. No entanto, na presença do suco pancreático artificial sofre 
alterações significativas, registando-se a diminuição de dois picos maioritários e a 
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formação de outro composto. Como consequência desta alteração verificou-se uma 
diminuição dos valores da actividade inibitória da acetilcolinesterase e da actividade 
antioxidante. 
 
 No ensaio com as células Caco-2, os perfis cromatográficos dos extractos aquosos das 
flores de A. campestris e H. stoechas mantiveram-se idênticos entre as 0 e as 4 horas 
de digestão. As actividades biológicas de H. stoechas mantiveram-se constantes. 
 
 O ensaio com a β-glucuronidase permitiu comprovar que no extracto das flores de H. 
stoechas não há moléculas glucuronadas.  
 
 As duas espécies de Asteraceae estudadas (Artemisia campestris e Helichrysum 
stoechas) apresentam nos órgãos vegetativos e florais um indumento misto, constituído 
por tricomas não glandulares e por tricomas glandulares bisseriados, que ocorrem em 
grande número nos órgãos jovens. Em H. stoechas a superfície dos órgãos está 
completamente coberta por tricomas não glandulares que formam um espesso e denso 
indumento lanoso. Os tricomas glandulares bisseriados estão nesta espécie confinados 
a criptas na página abaxial da folha. O secretado acumula-se nestes tricomas 
bisseriados num espaço sub-cuticular, formado por distensão e destacamento da 
cutícula das camadas subjacentes da parede celular. Nas folhas e caules de A. 
campestris estão também presentes estruturas secretoras internas, canais secretores. 
 
 As estruturas secretoras que ocorrem nestas duas espécies de Asteraceae formam-se 
precocemente durante a diferenciação dos respectivos órgãos. No que refere aos 
tricomas verifica-se que à medida que os órgãos se expandem o número de tricomas 
por unidade de área diminui. 
 
 O estudo histoquímico realizado permite concluir que ambas as espécies secretam 
oleorresinas, ricas em terpenóides de baixa massa molecular e em compostos 
fenólicos, provavelmente agliconas flavonólicas.  
 
2. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Os resultados apresentados nesta dissertação permitem propor a continuação deste 
estudo. Assim considera-se importante: 
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 A identificação da estrutura das moléculas presentes nos extractos aquosos das flores 
de A. campestris e H. stoechas por espectrometria de massa, o que provavelmente irá 
permitir correlacionar a estrutura dos compostos com a sua actividade biológica.  
 
 Estudar o metabolismo in vitro dos extractos aquosos através do tracto digestivo de 
forma contínua, utilizando sempre a mesma amostra no decorrer dos diferentes 
ensaios. A digestão por saliva artificial é um tópico que seria interessante desenvolver, 
pois embora este fluido biológico seja constituído apenas por α-amilase e o tempo de 
contacto dos compostos com a saliva seja reduzido, este é o primeiro passo do 
processo digestivo devendo ser incluído nos estudos do metabolismo. 
 
 Continuar o estudo do metabolismo intestinal sobre as decocções de A. campestris e H. 
stoechas, com intuito de estudar os compostos que permeam a membrana das células 
Caco-2. Por outro lado, a digestão pela bílis, estudo da biodisponibilidade do extracto. 
 
 Prosseguir os estudos morfo-anatómicos das estruturas secretoras. Seria útil tentar 
novas fixações, alterando quer o tempo de fixação quer o fixado de modo a preservar o 
secretado contido nos espaços extracelulares dos tricomas (espaço sub-cuticular) e dos 
canais (lúmen do canal). 
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VIII. ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexos 
I 
 
Anexo 1A: Cromatogramas dos extractos aquosos dos caules/folhas de A. campestris 
(A) e H. stoechas (B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexos 
II 
Anexo 1B: Espectros de absorção UV-Vis obtidos para os picos: A) pico 1 (Tr= 6,82 
min), B) pico 2 (Tr= 18,14 min), C) pico 3 (Tr= 19,40 min), D) pico 4 (Tr= 22,87 min), E) pico 
5 (Tr=24,96 min), F) pico 6 (Tr= 29,80 min) e G) pico 7 (Tr= 33,56 min) do extracto aquoso 
de A. campestris (caules/folhas). 
 
 
Anexos 
III 
Anexo 1C: Espectros de absorção UV-Vis obtidos para os picos: A) pico 1 (Tr= 6,73 
min), B) pico 2 (Tr= 13,98 min), C) pico 3 (Tr= 17,90 min), D) pico 4 (Tr= 19,13 min), E) pico 
5 (Tr= 20,42 min), F) pico 6 (Tr= 24,75 min) e G) pico 7 (Tr= 37,24 min) do extracto aquoso 
de H. stoechas (caules/folhas). 
 
 
Anexos 
IV 
Anexo 1D: Espectros de UV- Vis dos padrões e as suas estruturas químicas: A) ácido 
caféico; B) ácido clorogénico; C)ácido ferúlico; D) ácido rosmarínico; E) rutina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexos 
V 
Anexo 2A: Cromatograma do suco pancreático artificial (0,5 mg/mL) sem extracto.  
 
 
 
Anexo 2B: Cromatograma relativo à digestão do suco pancreático sem pancreatina e 
com extracto das flores de H. stoechas. 
 
 
 
 
